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Журнал зарегистрирован в CrossRef, статьи индексируются с помощью цифрового идентификатора DOI.

Основная задача издания  – публикация информации о  современных дости-
жениях в области изучения патогенеза, диагностики и терапии иммуноопосре-
дованных и  онкологических заболеваний, результатов научных исследований, 
национальных и международных доклинических и клинических исследований.

Цели журнала – информирование читателя о результатах изучения новых био-
маркеров онкологических и иммуноопосредованных заболеваний, использова-
ния биомаркеров в диагностике и терапии злокачественных новообразований 
и патологий иммунной системы, исследований в области лекарственной и кле-
точной терапии, а  также по  вопросам технологии создания лекарств, биоме-
дицинских клеточных продуктов и биоматериалов, проведения доклинических 
и клинических исследований новых препаратов и методов лечения; обобщение 
научных и практических достижений в области диагностики и терапии иммуно-
логических и онкологических заболеваний.
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Глюкозозависимый синтез 
аденозинтрифосфорной кислоты и экспрессия 
транспортеров GLUT в миеломных клетках 
RPMI8226

С. С. Шушанов1, А. Р. Гизатуллин2, Ю. Б. Черных3, Т. А. Захарова1, Н. П. Акентьева2

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115522 Москва, Каширское шоссе, 24; 
2ФГБУН «Федеральный исследовательский центр проблем химической физики и медицинской химии РАН»;  
Россия, 142432 Московская область, Черноголовка, пр-кт Академика Семенова, 1; 
3ГБУЗ МО «Московский областной научно-исследовательский клинический институт им. М. Ф. Владимирского»;  
Россия, 129110 Москва, ул. Щепкина, 61 / 2

К о н т а к т ы :	 Саин Сакенович Шушанов sainHershy@yandex.ru

Введение. Глюкоза – один из основных источников энергии в клетках. Потребление глюкозы раковыми 
клетками заметно выше по сравнению с нормальными клетками и усиливается по мере злокачественного 
прогрессирования. Начальным этапом метаболизма глюкозы является ее транспорт через плазматическую 
мембрану, который опосредуется семейством транспортеров глюкозы GLUT. Исследование механизмов 
активации GLUT представляет собой многообещающий подход к дифференциальному блокированию ре-
гулируемого глюкозой метаболизма в  раковых клетках. В  данной работе мы исследовали зависимость 
эффективности синтеза аденозинтрифосфорной кислоты (АТФ) и регуляции экспрессии генов классических 
«переносчиков глюкозы» GLUT1 – GLUT4 от количества глюкозы в культуральной среде в миеломных клет-
ках человека RPMI8226.
Цель исследования – изучение влияния глюкозы на синтез АТФ и регуляцию экспрессии генов – транспортеров 
глюкозы GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 в клетках множественной миеломы человека RPMI8226.
Материалы и методы. В работе использовали линию миеломных клеток человека RPMI8226. Жизнеспособность 
клеток оценивали колориметрическим методом. Влияние глюкозы на синтез АТФ в клетках определяли люми-
несцентным методом. Экспрессию матричной РНК в клетках изучали методом количественной полимеразной 
цепной реакции в реальном времени.
Результаты. В ходе исследования установлено, что синтез АТФ в клетках RPMI8226 зависит от метаболизма 
глюкозы. Снижение жизнеспособности клеток RPMI8226 строго коррелирует cо снижением содержания ново-
синтезируемой АТФ. Для указанной линии клеток характерна относительно высокая исходная экспрессия гена 
GLUT1 и гена GLUT3, относительно умеренная – гена GLUT2, и относительно слабая – гена GLUT4. Исследования 
по деприваци глюкозы выявили активацию экспрессии всех указанных генов транспортеров глюкозы, однако 
наиболее высокая экспрессия была характерна для генов GLUT2 и GLUT4.
Заключение. На основании исследования мы заключаем, что для миеломных клеток RPMI8226 глюкоза явля-
ется одним из важных источников энергии. Экспрессия генов транспортеров глюкозы GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 
зависит от концентрации глюкозы, однако исходный уровень экспрессии не предсказывает характер ее изме-
нений при глюкозной депривации.

Ключевые слова: синтез аденозинтрифосфорной кислоты, экспрессия матричной РНК, транспортер глюко-
зы GLUT

Для цитирования: Шушанов С. С., Гизатуллин А. Р., Черных Ю. Б. и др. Глюкозозависимый синтез аденозинтри-
фосфорной кислоты и экспрессия транспортеров GLUT в миеломных клетках RPMI8226. Российский биотера-
певтический журнал 2025;24(3):10–8.
DOI: https://doi.org/10.17650/1726-9784-2025-24-3-10-18
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Glucose-dependent adenosine triphosphate synthesis and GLUT transporter expression 
in RPMI8226 myeloma cells

Sain S. Shushanov1, Artur R. Gizatullin2, Yulia B. Chernykh3, Tatiana A. Zakharova1, Natalia P. Akentieva2

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse,  
Moscow 115522, Russia; 
2Federal Research Center of Problems of Chemical Physics and Medicinal Chemistry, Russian Academy of Sciences; 1 Academika 
Semenova Prospekt, Chernogolovka, Moscow region 142432, Russia; 
3M.F. Vladimirsky Moscow Regional Research and Clinical Institute; 61 / 2 Shchepkin St., Moscow 129110, Russia

C o n t a c t s :	 Sain Sakenovich Shushanov sainHershy@yandex.ru

Background. Glucose is one of the main sources of energy in cells. Glucose consumption by cancer cells is markedly 
higher compared to normal cells and increases with malignant progression. The initial step in glucose metabolism 
is  its transport across the  plasma membrane, which is  mediated by the  GLUT family of  glucose transporters. 
Although patterns of  GLUT gene expression in  cancer have already been identified, studying the  mechanisms 
of their activation represents a promising approach to differentially block glucose-regulated metabolism in cancer 
cells. In this work, we investigated the dependence of the efficiency of adenosine triphosphate (ATP) synthesis 
and the regulation of the expression of the genes of classical “glucose transporters” GLUT1–GLUT4 on the amount 
of glucose in the culture medium.
Aim. Study of glucose-dependent ATP synthesis and expression of glucose transporter genes: GLUT1, GLUT2, GLUT3, 
GLUT4, involved in glucose transport in human myeloma cells RPMI8226.
Materials and methods. The human myeloma cell line RPMI8226 was used in this work. Cell viability was assessed 
using a colorimetric method. The effect of glucose on ATP synthesis in cells was determined using the luminescent 
method. The expression of mRNA in cells was studied using real-time quantitative polymerase chain reaction.
Results. The  study found that ATP synthesis in  RPMI8226 cells depends on glucose metabolism. Decreased 
viability of  RPMI8226 cells strongly correlates with decreased levels of  newly synthesized ATP. This cell line 
is characterized by relatively high initial expression of the GLUT1 gene and the GLUT3 gene, relatively moderate 
expression of the GLUT2 gene, and relatively weak expression of the GLUT4 gene. Studies on glucose deprivation 
revealed activation of  the  expression of  all these glucose transporter genes, but the  highest expression was 
characteristic of the GLUT2 gene and GLUT4 gene,
Conclusion. Based on the study, we conclude that for RPMI8226 myeloma cells, glucose is one of the important 
sources of  energy metabolism. Expression of  glucose transporter genes: GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 depends 
on glucose concentration, but the  initial level of expression does not predict the nature of  its changes during 
glucose deprivation.

Keywords: adenosine triphosphate synthesis, mRNA expression, GLUT glucose transporter

For citation: Shushanov S. S., Gizatullin A. R., Chernykh Yu. B. et al. Glucose-dependent adenosine triphosphate 
synthesis and GLUT transporter expression in  RPMI8226 myeloma cells. Rossijskij bioterapevticeskij zurnal = 
Russian Journal of Biotherapy 2025;24(3):10–8. (In Russ.).
DOI: https://doi.org/10.17650/1726-9784-2025-24-3-10-18

Введение
Глюкоза является одним из основных источников 

энергии в клетках, используется в качестве субстрата 
для синтеза аденозинтрифосфорной кислоты (АТФ) 
посредством гликолиза и окислительного фосфори-
лирования. АТФ – универсальный источник энергии 
для всех биохимических процессов, протекающих в клет-
ке. Время жизни 1 молекулы АТФ <1 мин, поэтому 
ее синтез в клетке происходит непрерывно [1].

Потребление глюкозы раковыми клетками замет-
но выше по  сравнению с  нормальными клетками 
и усиливается по мере злокачественного прогресси-
рования, что  в  значительной степени способствует 
их росту и пролиферации [2–4]. Хотя картина мета-
болизма опухолевых клеток еще далека от заверше-
ния, сегодня предпринимаются попытки повысить 

эффективность лечения рака в виде стратегии, полу-
чившей название «метаболическая терапия». Проти-
воопухолевая метаболическая терапия предполагает 
использование небольших молекул, способных спе
цифично ингибировать ключевые метаболические 
реакции, ассоциированные с  опухолевым ростом. 
Таким образом, изменение энергетического метабо-
лизма в опухолевых клетках может служить мишенью 
в противоопухолевой терапии, при которой комби-
нация традиционных химиотерапевтических лекар-
ственных средств и модуляторов метаболизма может 
повысить эффективность противоопухолевой тера-
пии [5].

Множественная миелома (ММ) представляет собой 
злокачественное новообразование, характеризующееся 
клональной пролиферацией антителообразующих 

mailto:sainHershy@yandex.ru
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плазматических клеток, которые развиваются из диф-
ференцирующихся В-клеток, изначально характери-
зующихся низкой метаболической активностью. 
Дифференцировка В-клеток в плазматические клетки 
требует увеличения поглощения глюкозы и синтеза 
АТФ для пролиферации и подготовки к выработке 
антител [6]. Изменение метаболической активности 
клеток ММ ассоциируется с изменением регуляции 
экспрессии генов и белков, участвующих в биоэнер-
гетике и  биосинтезе [7]. Например, показано, что 
в плазматических клетках, полученных от пациентов 
с впервые диагностированной ММ, гены, участвую-
щие в метаболизме глюкозы, активированы по срав-
нению с их  состоянием в плазматических клетках, 
полученных от здоровых доноров, и их активность 
продолжает расти в плазматических клетках больных 
ММ с  рецидивом по  сравнению с  их  активностью 
в плазматических клетках недавно диагностирован-
ных больных ММ [8].

Ключевым этапом потребления глюкозы являет-
ся транспорт глюкозы через плазматическую мембра-
ну в  цитозоль, который опосредуется семейством 
транспортеров глюкозы (GLUT) [2–4]. На основании 
гомологии в  аминокислотной последовательности 
и структурного сходства транспортеры глюкозы объе
динены в  3 класса. В  I класс входят транспортеры 
GLUT1, GLUT2, GLUT3 и GLUT4, которые извест-
ны как классические «переносчики глюкозы» и наи-
более хорошо изучены [2, 3]. Хотя закономерности 
экспрессии транспортеров глюкозы при  раке уже 
идентифицированы, однако исследование взаимо
связи между изменением метаболической активности 
клеток ММ и активностью генов GLUT остается ак-
туальным.

Цель исследования – изучение влияния глюкозы 
на синтез АТФ и регуляцию экспрессии генов транс-
портеров глюкозы GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 
в клетках ММ человека RPMI8226.

Материалы и методы
Линии клеток множественной миеломы
В работе использована линия клеток ММ чело-

века, RPMI8226, которая была выведена из образца 
костного мозга больного ММ. Эта линия клеток по-
лучена из Российской коллекции клеточных культур 
(Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, Рос-
сия). Способ культивирования: суспензионный в сре-
де RPMI1640 с 10 % телячьей эмбриональной сыво-
роткой (FBS) при температуре 37 ºC, 5 % CO

2
. Линия 

клеток RPMI8226 является широко известной и часто 
используемой для изучения биологии ММ. Она фе-
нотипически охаратеризована (для  нее четко уста-
новлены критерии дифференцировки [9]) и доказана 
ее миеломная природа. В  этой линии клеток с  ис-
пользованием количественной полимеразной цепной 

реакции (ПЦР) в  реальном времени мы предвари-
тельно исследовали экспрессию генов транспортеров 
глюкозы GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 и по коли-
честву циклов ПЦР установили, что эти гены имеют 
средний уровень экспрессии, что является основным 
критерием выбора клеточной линии RPMI8226 в ка-
честве модели для исследования.

Оценка жизнеспособности клеток множественной 
миеломы колориметрическим методом
Для определения жизнеспособности клеток мы 

использовали колориметрический метод – МТТ-тест, 
основанный на  способности митохондриальных 
дегидрогеназ живых клеток превращать «желтый» 
МТТ – 3-(4,5‑диметилтиазол-2‑ил)-2,5‑дифенилте-
тразолия бромид  – в  «синий» формазан. Клетки 
RPMI8226 засевали в 96‑луночные планшеты с плот-
ностью 20 × 103 клеток на лунку в 3 повторах в 150 мкл 
среды с  сывороткой, содержащей 25 мМ глюкозы 
(контроль), или без глюкозы. Эти условия повторяли 
для бессывороточной среды. После инкубации в те-
чение 72 ч в каждую лунку добавляли 20 мкл МТТ 
(исходная концентрация – 5 мг / мл) и клетки инку-
бировали при температуре 37 ºС еще 4 ч. Через ука-
занное время удаляли среду и добавляли 60 мкл ди-
метилсульфоксида на лунку для растворения осадка. 
Для  гомогенного распределения красителя качали 
на шейкере в течение 3 мин при 300 об / мин. Анализ 
проводили на цитофотометре «Унискан» («Пикон», 
Россия) при фильтре 595 нм. Жизнеспособность кле-
ток оценивалась сопоставлением оптической плот-
ности в  экспериментальных лунках с  оптической 
плотностью в контрольных лунках. Значения пред-
ставлены как среднее ± стандартная ошибка средне-
го (SEM).

Исследование глюкозозависимого синтеза 
аденозинтрифосфорной кислоты в клетках 
RPMI8226
Влияние глюкозы на синтез АТФ в клетках опре-

деляли люминесцентным методом с использованием 
набора АТФ-Glo™ («Аксиома БИО», Россия) соглас-
но инструкции. План эксперимента был выполнен 
с модификацией в соответствии с исследованием [10]. 
Клетки RPMI8226 дважды отмывали от  сыворотки 
и глюкозы средой без сыворотки и глюкозы. После 
каждой промывки клетки осаждали центрифугиро-
ванием при 3000 g в течение 5 мин. Осадок клеток 
ресуспендировали в 5 мл среды без сыворотки в при-
сутствии 5 мМ глюкозы (низкое содержание глюко-
зы) и инкубировали в течение 12 ч с целью истощения 
АТФ. Через 12 ч клетки тщательно отмывали от глю-
козы средой без  сыворотки и  глюкозы и  делили 
поровну на  2 части, далее осаждали и  супернатант 
сливали. Затем к  1‑й части осажденных клеток 
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добавляли среду без сыворотки и глюкозы (контроль), 
а ко 2‑й части осажденных клеток добавляли среду 
без сыворотки с 25 мМ глюкозы (высокое содержание 
глюкозы), пипетировали и вносили в лунки 96‑луноч-
ного планшета по 100 мкл (5 лунок). Затем клетки 
инкубировали при температуре 37 ºС в течение 30 мин. 
По истечении 30 мин в каждую лунку вносили по 5 мкл 
АТФ-Glo-коктейля и измеряли интенсивность лю-
минесценции на спектрофлуориметре Multiskan FC 
357–908226 (Thermo Fisher Scientific, США) при 
E

ex
 / E

em
 = 546 / 620 нм. Расчет общего количества АТФ 

проводили на  основе построенной калибровочной 
стандартной кривой. Данные представлены как сред-
нее значение 3 повторных экспериментов.

Выделение РНК из клеток множественной 
миеломы и синтез комплементарной ДНК
Для выделения тотальной РНК к осадку клеток 

добавляли 1 мл тризола (TRIzol, Sigma-Aldrich, США). 
Процедуру выделения РНК проводили согласно стан-
дартному протоколу. Концентрацию РНК определяли 
по оптическому поглощению при λ 260 нм. Электро-
форез выделенной РНК проводили в 1 % агарозном 
геле при  напряжении 100 В  в  течение 30–40 мин. 
Качество РНК оценивали по наличию полос рибо-
сомальной РНК. Реакционная смесь для  синтеза 
первой цепи комплементарной ДНК (кДНК) содер-
жала 2 мкг тотальной РНК, 4 мкл 5X реакционного 
буфера (Fermentas, США), 1 мкл (0,5 мкг) праймеров 
Oligo (dT)

18
 (Fermentas, #S0131, США), 1 мкл 25 мМ 

смеси dNTP (Thermo Fisher Scientific, #R1121, США), 
0,5 мкл (20 ед.) ингибитора РНКаз RiboLock™ 

(Fermentas, #EO0381, США), 1 мкл (200 ед.) обратной 
транскриптазы RevertAid™ M–MuLV (Fermentas, 
#EP0441, США). Объем смеси составлял 25 мкл. Син-

тез первой цепи кДНК с матрицы РНК проводили на 
амплификаторе «Терцик» («ДНК-технология», Рос-
сия) при 42 ºС в течение 60 мин.

Количественная полимеразная цепная реакция 
в реальном времени
Определение экспрессии матричной РНК (мРНК) 

генов GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 в линиях клеток 
проводили c помощью Real-time PCR на  приборе 
CFX96 Touch Real-Time PCR (Bio-Rad, США). Ис-
пользовался набор реагентов для  количественной 
ПЦР Cat#R-412 (Syntol, Россия). Смесь для  ПЦР 
состояла из dNTP, 10X PCR-буфера, ДНК-полиме-
разы SynTaq, MgCl

2
, красителя SYBR Green, 10 пмоль 

прямого и  обратного праймеров, кДНК образцов 
и  дважды дистиллированной H

2
O в  общем объеме 

20 мкл. Условия ПЦР были следующими: реакцию 
проводили при  температуре 95 ºС в  течение 5 мин 
и  40  циклов при  температуре 95 ºС в  течение 15 с, 
затем при температуре 60 ºС в течение 25 с и темпе-
ратуре 72 ºС  – в  течение 25 с. В  данных условиях 
амплификация не  наблюдалась в  контрольных об-
разцах без матрицы или без обратной транскрипции. 
Специфичность продукта амплификации определя-
ли путем анализа кривой плавления для каждой пары 
праймеров. Данные были проанализированы с помо-
щью сравнительного метода CT (cycle threshold), 
а кратность изменения была рассчитана с помощью 
метода 2–ΔΔCT. Для нормализации эффективности син-
теза кДНК использовали амплификацию референс-
ного гена β-Actin. Все образцы анализировали в 3 по-
вторах и использовали средние значения экспрессии. 
В табл. 1 показаны используемые последовательности 
олигонуклеотидных праймеров и ссылка на источник 
нуклеотидной последовательности исследуемого гена 

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров, использованных для количественной полимеразной цепной реакции в реальном 
времени, из Национального центра биотехнологической информации (NCBI)

Table 1. Nucleotide sequences of primers used for quantitative real-time polymerase chain reaction from the National Center for Biotechnology 
Information (NCBI)

Ген 
Gene

Последовательность прямого (F) / обратного (R) праймеров 
(5’– 3’) 

Forward (F) / Reverse (R) primer sequence (5’– 3’) 

Ссылка на источник последовательности 
нуклеотидов гена из NCBI 

NCBI reference sequence

GLUT-1 F: CTTCACTGTCGTGTCGCTGT
R: TGAAGAGTTCAGCCACGATG NM_006516.2

GLUT-2 F: GGTTTGTAACTTATGCCTAAG
R: GCCTAGTTATGCATTGCAG NM_000340.1

GLUT-3 F: GACCCAGAGATGCTGTAATGGT
R: GACCCCAGTGTTGTAGCCAA NM_006931.2

GLUT-4 F: GCCATGAGCTACGTCTCCATT
R: GGCCACGATGAACCAAGGAA M20747.1

β-Actin F: AGCCATGTACGTTGCTATCCA
R: ACCGGAGTCCATCACGATG NM_001101.3
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из NCBI – базы данных Национального центра био-
технологической информации.

Статистическая обработка данных
Данные представлены как среднее значение 3 по-

вторных экспериментов. Статистический анализ по-
лученных данных проводили с помощью компьютер-
ной программы GraphPad Prizm 5.02 (GraphPad 
Software  Inc., США). Статистическую значимость 
различий в жизнеспособности клеток и синтезе АТФ 
определяли с применением критерия t-тест. Стати-
стическую значимость различий в уровне экспрессии 
генов определяли с использованием U-критерия Ман-
на–Уитни (непараметрического критерия). Значения 
представлены как среднее (M) ± стандартная ошиб-
ка среднего (SEM). Различия считались статистиче-
ски значимыми при р <0,05.

Результаты и обсуждение
На I этапе нашего исследования мы оценили то, 

как влияет сыворотка (FBS) на чувствительность глю-
козозависимой жизнеспособности клеток RPMI8226. 
МТТ-тест показал, что депривация глюкозы приводит 
к  заметному снижению жизнеспособности клеток 
как в присутствии FBS, так и  в  ее отсутствие. Так, 
в присутствии FBS и в отсутствие глюкозы средняя 
жизнеспособность клеток RPMI8226 снизилась 
до 59,1 % (рис. 1, а), а в отсутствие и FBS, и глюкозы 
средняя жизнеспособность клеток RPMI8226 снизи-
лась до 13,7 % (рис. 1, б). Таким образом, полученный 
результат свидетельствует о том, что депривация глю-
козы в отсутствие FBS приводит к более выраженно-
му (в 4,3 раза) снижению жизнеспособности клеток 
RPMI8226.

На следующем, II этапе мы оценили, как влияет 
FBS на глюкозозависимое количество АТФ в клетках 
RPMI8226. Наши данные показали, что  в  клетках 
RPMI8226 депривация глюкозы в присутствии FBS 
и в отсутствие глюкозы приводит к снижению коли-
чества АТФ до 47,3 % (рис. 2, а), а в отсутствие и FBS, 
и  глюкозы  – до  5,0 % (рис. 2,  б). Таким образом, 
полученный результат свидетельствует о том, что депри-
вация глюкозы в отсутствие FBS приводит к более вы-
раженному (в 9,5 раза) снижению количества ATФ.

Таким образом, данные, полученные на этом эта-
пе исследований, позволяют нам утверждать, что от-
вет клеток RPMI8226 на депривацию глюкозы (сни-
жение жизнеспособности и уменьшение количества 
АТФ) является более чувствительным в  условиях 
отсутствия FBS. Важно также отметить, что  отсут-
ствие FBS исключает участие жирных кислот в мета-
болизме [11–14], что позволяет адекватно исследовать 
роль глюкозы в синтезе АТФ и регуляции экспрессии 
генов – транспортеров глюкозы. Именно поэтому 
последующие эксперименты мы проводили в усло-
виях отсутствия FBS.

На III этапе мы исследовали глюкозозависимый 
синтез АТФ в  клетках RPMI8226 в  течение 30 мин 
(дизайн эксперимента подробно описан в  разделе 
«Материалы и методы»). Наши исследования пока-
зали, что в течение 30 мин количество АТФ при кон-
центрации глюкозы 25 мМ увеличилось в  2 раза 
по сравнению с таковым при концентрации глюкозы 
0 мМ (контроль). Эти данные свидетельствуют о том, 
что синтез АТФ в клетках RPMI8226 зависит от ме-
таболизма глюкозы.

Известно, что в миеломных клетках, кроме глю-
козы и  жирных кислот, в  синтезе АТФ участвует 

Рис. 1. Глюкозозависимая жизнеспособность клеток RPMI8226 в присутствии (а) и отсутствие (б) FBS. Депривация глюкозы в отсутствие FBS 
по сравнению с присутствием FBS показала снижение глюкозозависимой жизнеспособности клеток RPMI8226 в 4,3 раза. МТТ-тест, 72 ч. 
*p <0,001 по сравнению с контрольной группой (Gluc+); Gluc – глюкоза; FBS – фетальная бычья сыворотка

Fig. 1. Glucose-dependent viability of RPMI8226 cells in the presence (a) or absence (б) of FBS. Glucose deprivation in the absence of FBS compared 
with the presence of FBS showed a 4.3‑fold decrease in glucose-dependent viability of RPMI8226 cells. MTT assay, for 72 h
*p <0.001 vs control group (Gluc+); Gluc – glucose; FBS – fetal bovine serum
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глутамин [11–14]. В наших исследованиях глутамин 
присутствовал в культуральной среде и его роль в син-
тезе АТФ не исследовалась.

Ранее было показано, что в костном мозге мие-
ломные клетки, в отличие от нормальных плазмати-
ческих клеток, демонстрируют повышенное погло-
щение глюкозы [4] и  что  метаболизм глюкозы им 
необходим для аэробного гликолиза и окислитель-
ного фосфорилирования, а  в  конечном счете  – 
для синтеза АТФ – источника энергии для поддер-
жания повышенных уровней синтеза и  секреции 
антител [12]. При этом обнаружено, что гены, участ

вующие в  метаболизме глюкозы, активируются 
в  плазматических клетках у пациентов с впервые 
диагностированной ММ по сравнению с больными 
с впервые диагностированной ММ [8]. Как сказано 
ранее, начальным этапом метаболизма глюкозы яв-
ляется его транспорт через плазматическую мембра-
ну, который опосредуется семейством транспортеров 
глюкозы GLUT.

В данной работе мы исследовали роль глюкозы 
в  регуляции экспрессии генов GLUT1–GLUT4 как 
возможного механизма активации транспортеров 
глюкозы в миеломных клетках. Значения экспрессии 
генов мы оценивали с  помощью ПЦР в  реальном 
времени.

На  начальном этапе мы определили исходный 
уровень экспрессии мРНК генов GLUT1–GLUT4 
и установили, что для клеток RPMI8226 характерна 
относительно высокая экспрессия мРНК генов GLUT1 
(11,0 ± 0,6) и GLUT3 (12,9 ± 0,3), относительно уме-
ренная – гена GLUT2 (5,4 ± 0,5) и относительно сла-
бая – гена GLUT4 (1,0 ± 0,5). Значения экспрессии 
мРНК генов GLUT1–GLUT4 были нормализованы 
к значениям экспрессии мРНК гена GLUT4.

В ответ на депривацию глюкозы выявлена акти-
вация экспрессии мРНК всех 4 исследуемых генов – 
транспортеров глюкозы. Наиболее активно реаги
ровали на  снижение уровня глюкозы гены GLUT2 
(6,17 ± 2,08) и GLUT4 (7,98 ± 2,92) (табл. 2).

Из данных литературы известно, что транспор-
тер GLUT2 присутствует в β-клетках островков под-
желудочной железы, где он участвует в стимулиру-
емой глюкозой секреции инсулина [15]. В  печени 
GLUT2 вовлечен в механизмы регуляции генов фи-
зиологического контроля, чувствительных к глю
козе [15]. В  нервной системе GLUT2‑зависимая 

Рис. 2. Глюкозозависимое количество аденозинтрифосфорной кислоты (АТФ) в клетках RPMI8226 в присутствии (а) или в отсутствие (б) 
FBS. Депривация глюкозы в течение 72 ч в отсутствие FBS по сравнению с его присутствием приводит к снижению количества АТФ в клет-
ках RPMI8226 в 9,5 раза
*p <0,001 по сравнению с контрольной группой (Gluc+); Gluc – глюкоза; FBS – фетальная бычья сыворотка

Fig. 2. Glucose-dependent amount of adenosine triphosphate (ATP) in RPMI8226 cells in the presence (a) or absence (б) of FBS. Glucose deprivation 
for 72 h in the absence of FBS compared with its presence resulted in a 9.5‑fold decrease in ATP levels in RPMI8226 cells
*p <0.001 compared to the control mixture (Gluc+); Gluc – glucose; FBS – fetal bovine serum

Си
нт

ез
 А

ТФ
, %

 / 
 AT

P 
sy

nt
he

si
s, 

%

Си
нт

ез
 А

ТФ
, %

 / 
 AT

P 
sy

nt
he

si
s, 

%

Си
нт

ез
 А

ТФ
, %

 / 
 AT

P 
sy

nt
he

si
s, 

%

120

100

80

60

40

20

0

120

100

80

60

40

20

0
Gluc+	 Gluc–

FBS+
Gluc+	 Gluc–

FBS–

Рис. 3. Глюкозозависимый синтез аденозинтрифосфорной кислоты 
(АТФ) в клетках RPMI8226 в отсутствие (контроль) или в присут-
ствии глюкозы (Gluc) в течение 30 мин
*р <0,05 по сравнению с контрольной группой (Gluc+)

Fig. 3. Glucose-dependent adenosine triphosphate (ATP) synthesis 
in RPMI8226 cells in the absence (control) or presence of glucose (Gluc) 
after 30 min
*р <0.05 vs control group (Gluc+)
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чувствительность к глюкозе контролирует симпати-
ческую и парасимпатическую активность [15]. Таким 
образом, экспрессия GLUT2 характерна для чувстви-
тельных к  глюкозе клеток, которые активируются 
либо гипогликемией, либо гипергликемией.

Таблица 2. Зависимость экспрессии мРНК GLUT1–GLUT4 от де-
привации глюкозы в клетках RPMI8226

Table 2. Dependence of GLUT1–GLUT4 mRNA expression on glucose 
deprivation in RPMI8226 cells

Ген 
Gene

Gluc+ Gluc–

GLUT1 1,0 2,04 ± 0,36*

GLUT2 1,0 6,17 ± 2,08*

GLUT3 1,0 3,92 ± 1,72*

GLUT4 1,0 7,98 ± 2,92*

*р<0,05 по сравнению с контрольной группой (Gluc+); 
Gluc – глюкоза. 
*р<0.05 vs control group (Gluc+); Gluc – glucose.

В  нашем исследовании мы показали, что, хотя 
ген GLUT2 и  имеет умеренный исходный уровень 
экспрессии, при депривации глюкозы (при гипогли-
кемии) экспрессия GLUT2 (6,17 ± 2,08) значительно 
увеличивается по сравнению с GLUT1 (2,04 ± 0,36) 
и GLUT3 (3,92 ± 1,72). В соответствующей литературе 
мы не  нашли информацию о  влиянии депривации 
глюкозы на экспрессию мРНК GLUT2 в миеломных 
клетках. Однако на основании полученных данных 
мы пришли к выводу о том, что в клетках RPMI8226 
GLUT2 является наиболее глюкозочувствительным ге-
ном (среди генов – транспортеров глюкозы I класса).

Вторым геном (после GLUT2), экспрессия кото-
рого заметно повысилась при депривации глюкозы, 
был ген GLUT4 (7,98 ± 2,92) (см. табл. 2). Интересным 
является тот факт, что гены GLUT2 и GLUT4 исход-
но  слабее экспрессируются, чем  GLUT1 и  GLUT3 
(см. табл. 2), однако они демонстрируют значительно 
бóльшую чувствительность к состоянию депривации 
глюкозы, чем последние (см. табл. 2). Это свидетель-
ствует о том, что исходные уровни экспрессии генов – 
транспортеров глюкозы не  коррелируют с  ответом 
на депривацию глюкозы.

Белок GLUT4 был обнаружен в чувствительных 
к инсулину тканях и играет ключевую роль в поддер-
жании жизнеспособности и  пролиферации клеток 
ММ [14]. Ранее было показано, что в жировых клет-
ках i3T3‑L1 [16] и в миоцитах [17] депривация глю-
козы не влияет на уровень GLUT4. Экспрессия белка 
GLUT4 регулируется на уровне транскрипции мРНК 
гена GLUT4 [14], т. е. изменение количества белка 
GLUT4 положительно коррелирует с  изменением 

мРНК GLUT4. Снижение уровня глюкозы в плазме 
может быть важным последствием ограничения пи-
щи. Показано, что уровень экспрессии мРНК гена 
GLUT4 в сердце снижается при голодании и увели-
чивается при возобновлении питания [18]. Ограни-
чение еды не  влияет на  экспрессию мРНК гена 
GLUT4 в скелетных мышцах [19]. В условиях гипо
гликемии уровень экспрессии мРНК гена GLUT4 
в  гранулоцитах человека увеличивается, тогда как 
в моноцитах – остается неизменным [20]. Таким об-
разом, данные литературы свидетельствуют о том, 
что ген GLUT4 в  разных типах клеток по‑разному 
реагирует на  снижение уровня глюкозы. В  нашем 
исследовании мы показали, что в миеломных клетках 
RPMI8226 в условиях депривации глюкозы экспрес-
сия мРНК гена GLUT4 увеличивается.

Гены GLUT1 и GLUT3 также активируются в ответ 
на депривацию глюкозы (см. табл. 2). Однако экс-
прессия мРНК GLUT1 повышается всего в 2,04 раза, 
а GLUT3 – в 3,92 раза (см. табл. 2), хотя средний ис-
ходный уровень экспрессии этих генов является вы-
соким (11,0 и  12,9 соответственно) по  сравнению 
со  средним исходным уровнем экспрессии GLUT2 
(5,4) и GLUT4 (1,0). Эти данные также подтверждают 
то, что исходные уровни экспрессии генов – транс-
портеров глюкозы в клетке RPMI8226 не коррелиру-
ют с ответом на депривацию глюкозы.

Ранее было продемонстрировано, что депривация 
глюкозы увеличивает экспрессию GLUT1 в клетках 
С6 крысы [21], в адипоцитах 3T3‑L1 [16] и в миоцитах 
L6 [22]. GLUT1 негативно регулируется глюкозой 
в миоцитах L8 и NIH 3T3 [23].

Было также показано, что депривация глюкозы 
повышает уровень мРНК и  белка GLUT3 в  мозге 
мышей и первичных культурах нейронов эмбрионов 
крысы [24], в хромаффинных клетках мозгового ве-
щества надпочечников крупного рогатого скота [25], 
в гранулоцитах и моноцитах [20], в нейронах голов-
ного мозга крысы [26].

Таким образом, в ответ на депривацию глюкозы 
в клетках RPMI8228 выявлена активация экспрессии 
мРНК всех 4 генов – транспортеров глюкозы: GLUT1, 
GLUT2, GLUT3 и GLUT4. Наиболее активно реагирова-
ли на снижение уровня глюкозы гены GLUT2 и GLUT4, 
исходный уровень экспрессии которых был ниже, 
чем экспрессия генов GLUT1 и GLUT3 (см. табл. 2). 
Исследования экспрессии соответствующих белков 
для транспортеров глюкозы планируются к публика
ции в будущих работах.

Заключение
Мы исследовали глюкозозависимый синтез АТФ 

и  экспрессию генов  – транспортеров глюкозы 
GLUT1–GLUT4, участвующих в  переносе глюкозы 
в миеломных клетках человека RPMI8226. Установили, 
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что для этой линии клеток характерна высокая ис-
ходная экспрессия мРНК гена GLUT1 и мРНК гена 
GLUT3, умеренная  – гена GLUT2 и  слабая  – гена 
GLUT4. Мы показали, что  синтез АТФ в  клетках 
RPMI8226 зависит от метаболизма глюкозы, что сви-
детельствует о важной роли глюкозной компоненты 
наряду с глутаминовой и липидной компонентами, 
участвующими в синтезе АТФ. Снижение жизнеспо-
собности клеток RPMI8226 строго коррелирует cо 
снижением содержания новосинтезируемой АТФ. 
В ответ на депривацию глюкозы выявлена активация 
экспрессии мРНК всех 4 исследуемых генов-транс-

портеров, однако наиболее выраженная экспрессия 
была характерна для генов GLUT2 и GLUT4, исходный 
уровень экспрессии которых был ниже, чем экспрес-
сия генов GLUT1 и GLUT3. Полученные нами данные 
свидетельствуют о том, что исходная активность от-
дельно взятых генов-транспортеров не предсказыва-
ет ответ на депривацию глюкозы.

Таким образом, гиперэкспрессия генов GLUT2 
и GLUT4 в отсутствие глюкозы в миеломных клетках 
RPMI8226 предполагает проведение дополнительных 
клинических исследований с  целью рассмотрения 
подходов к их дифференциальному блокированию.
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Нейтрализующая способность моноклональных 
антител, направленных к эпитопам 
функционально значимого домена 
пневмолизина Streptococcus pneumoniae
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Введение. Пневмолизин (Ply) – бактериальный холестеролзависимый цитолизин, продуцируемый практически 
всеми штаммами Streptococcus pneumoniae. Антитела, индуцированные к Ply, способны в определенной степени 
нейтрализовать его патогенное действие на клетки.
Цель исследования  – изучить действие моноклональных антител (МкАт), полученных к  нативной (натPly) 
и  рекомбинантной (рекPly) формам Ply, на  нейтрализацию цитолитической активности бактериального Ply 
in vitro и их превентивные свойства при заражении мышей вирулентным штаммом S. pneumoniae.
Материалы и методы. МкАт к натPly- и рекPly-форме получали из асцитной жидкости мышей. Поликлональные 
антитела ПкАт (рекPly) получали из сыворотки кроликов, иммунизированных рекPly. Ингибирование гемолиза 
эритроцитов оценивали по минимальной концентрации МкАт (натPly), МкАт (рекPly) и ПкАт (рекPly), предот-
вращающей лизис эритроцитов, индуцированный натPly. Нейтрализующую способность антител оценивали 
на клетках яичника китайского хомячка CHO-K1 по минимальной концентрации антител, необходимых для защиты 
клеток от 4 цитопатогенных доз натPly. Протективные свойства антител исследовали при однократном внутри-
брюшинном введении мышам 200 мкг антител с последующим заражением летальной дозой S. pneumoniae.
Результаты. Показано, что через 24 ч после внутрибрюшинного введения мышам натPly снижалась масса тела 
животных и появлялись дегенеративные формы эритроцитов в крови. В опытах in vitro натPly вызывал гемолиз 
эритроцитов и разрушение клеток CHO-K1 по механизму апоптоза. МкАт (натPly), МкАт (рекPly) и ПкАт (рекPly) 
ингибировали гемолиз эритроцитов и нейтрализовали разрушение клеток CHO-K1. Наиболее высокой нейтра-
лизующей активностью характеризовались МкАт (рекPly) и ПкАт (рекPly). Однократное введение мышам иссле-
дованных антител вызывало замедление их гибели при заражении штаммом S. pneumoniae. Различий в протек-
тивной активности антител не выявлено.
Заключение. Методы, основанные на нейтрализации токсического действия Ply S. pneumoniae с помощью ан-
тител, можно рассматривать как инструмент снижения патогенности пневмококка.
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Background. Pneumolysin (Ply)  – bacterial cholesterol-dependent cytolysin produced by almost all strains 
of  Streptococcus pneumoniae. Antibodies induced to  pneumolysin for some extend are able to  neutralize its 
pathogenic effect on cells.
Aim. Investigation of the effect of monoclonal antibodies obtained to native (nPly) and recombinant (rPly) forms 
of Ply on the neutralization of the cytolytic activity of bacterial Ply in vitro and their preventive properties on mice 
challenged with a virulent strain of S. pneumoniae.
Materials and methods. mAbs to  the  nPly and rPly forms of  Ply was obtained from the  ascitic fluid of  mice. 
Polyclonal antibodies pAbs (rPly) were obtained from the serum of  rabbits immunized with rPly. The  inhibition 
of erythrocyte hemolysis was assessed by the minimum concentration of mAbs (nPly), pAbs (rPly) and pAbs (rPly), 
which prevents lysis of erythrocytes induced by nPly. The neutralizing ability of antibodies was evaluated on the ovarian 
cells of  the  Chinese hamster CHO-K1 by the  minimum concentration of  antibodies necessary to  protect cells from 
4 cytopathogenic doses of nPly. The protective properties of the antibodies were studied with a single intraperitoneal 
injection of 200 µg of antibodies to mice, followed by challenge with a lethal dose of S. pneumoniae.
Results. It was shown that 24 hours after intraperitoneal administration of  nPly to  mice, the  body weight 
of the animals decreased and degenerative forms of red blood cells appeared in the blood. In in vitro experiments, 
nPly caused hemolysis of  erythrocytes and destruction of  CHO-K1 cells by the  mechanism of  apoptosis. mAbs 
(nPly), mAbs (rPly) and pAbs (rPly) inhibited erythrocyte hemolysis and neutralized the destruction of CHO-K1 
cells. The highest neutralizing activity was shown by mAbs (rPly) and pAbs (rPly). A single injection of the studied 
antibodies to  mice caused a  decrease of  their death when infected with the  S. pneumoniae strain. There were 
no differences in the protective activity of antibodies.
Conclusion. Methods based on neutralizing the toxic effect of Ply S. pneumoniae with the help of antibodies can be 
considered as a tool to reduce the pathogenicity of pneumococci.

Keywords: monoclonal antibodies, pneumolysin, cytolysis, hemolysis, passive protection of mice
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Введение
Успехи вакцинопрофилактики заболеваний 

пневмококковой этиологии не исключают необхо-
димости разработки новых биотерапевтических ме-
тодов лечения тяжелых случаев заболеваний, вызы-
ваемых Streptococcus pneumoniae. Одним из основных 
белковых факторов патогенности пневмококка яв-
ляется пневмолизин (Ply), относящийся к семейству 
бактериальных холестеролзависимых цитолизинов, 
продуцируемый практически всеми штаммами 
S. pneumoniae. С помощью кристаллографического 
анализа установлено, что  молекула Ply состоит 
из 4 доменов [1, 2]. Мономеры Ply взаимодействуют 
с  мембраной клеток через домен 4, соединяясь 
в олигомеры и приводя к критическим структурным 
изменениям, вызывающим в итоге перфорацию кле-
точной мембраны [1, 3]. Формируя крупные поры 
в холестеролсодержащих мембранах клеток, Ply вы-
зывает их гибель, нанося существенный ущерб ин-
фицированному организму хозяина [4, 5]. Специфич-
ные к Ply антитела способны в определенной мере 
нейтрализовать цитопатогенное действие Ply [6]. 
Антитела могут напрямую нейтрализовать цитоли-
тическое действие Ply путем блокирования сайтов 
их связывания с клеткой или путем препятствия оли-
гомеризации протомеров Ply.

Свойства моноклональных антител (МкАт), на-
правленных к различным эпитопам рекомбинантно-
го Ply, охарактеризованы в ряде работ [6–11]. Пока-
зано, что МкАт, распознающие эпитопы в домене 4, 
нейтрализуют цитолитическую активность Ply. Од-
нако свойства МкАт, полученных к нативному пнев-
молизину (натPly), остаются не до конца исследован-
ными. Это объясняется тем, что  на  современном 
этапе получают МкАт к  рекомбинантным (рекPly) 
формам Ply или его фрагментам. Антигенное сходство 
рекPly и натPly подтверждено в реакции иммуноблот-
тинга с  MкAт к  рекPly, способными распознавать 
натPly, выделенный из клинических штаммов пнев-
мококка [6]. Однако не  каждое МкАт подходит 
для определения Ply в клинических образцах, в том 
числе методами иммуноферментного анализа (ИФА) 
[6, 12, 13].

В настоящей работе для оценки функциональной 
активности Ply-специфичных антител использовали 
пневмолизин, полученный из бактериальных клеток 
S. pneumoniae, и рекомбинантный атоксичный пол-
норазмерный пневмолизин. Исследована способ-
ность МкАт, полученных к натPly- и рекPly-форме, 
снижать патогенное действие Ply на клетки. Действие 
МкАт к натPly сравнивали с активностью МкАт и по-
ликлональных антител (ПкАт), полученных к рекPly. 
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МкАт (натPly), МкАт (рекPly) и ПкАт (рекPly) иссле-
довали в опытах пассивной защиты мышей от зара-
жения вирулентным пневмолизинпозитивным штам-
мом S. pneumoniae.

Цель исследования – изучить действие МкАт, по-
лученных к натPly- и рекPly-форме, на нейтрализа-
цию цитолитической активности бактериального Ply 
in vitro и их превентивные свойства при заражении 
мышей вирулентным штаммом S. pneumoniae.

Материалы и методы
Препарат, содержащий натPly, получен с помо-

щью ультразвуковой дезинтеграции бактериальных 
клеток штамма № 3 S. pneumoniae серотипа 3 с после-
дующим осаждением сульфатом аммония [14]. Аток-
сичный полноразмерный рекPly пневмококка экс-
прессирован в штамме Eschericia coli М-15 [15, 16].

ПкАт (рекPly) получали путем 3‑кратной имму-
низации кролика дозой 100 мкг рекPly с полным / не-
полным адъювантом Фрейнда с  интервалом 4 нед. 
Выделение ПкАт (rPly) проводили путем их осажде-
ния из  сыворотки крови насыщенным раствором 
сульфата аммония.

Мыши линии BALB / c, самки, получены из пи-
томника «СМК СТЕЗАР» (г. Владимир). Животных 
содержали в условиях вивария в соответствии с меж
государственным стандартом по содержанию и ухо-
ду за лабораторными животными (ГОСТ 33217-2014). 
Дизайн исследования одобрен этическим комитетом 
НИИВС им. И. И.  Мечникова (протокол № 1 
от 29.01.2025).

Работа выполнена с использованием научного 
оборудования и штаммов коллекции центра кол-
лективного пользования НИИВС им. И. И.  Меч-
никова.

Специфичные к  Ply МкАт получали по  стан
дартному протоколу, включающему иммунизацию 
мышей, культивирование клеток мышиной миело-
мы Р3‑X63‑Ag8.653, слияние спленоцитов с клетками 
миеломы (гибридизацию), отбор гибридных клонов, 
клонирование гибридом, оценку специфичности 
МкАт к Ply методом непрямого ИФА, определение 
классов и  подклассов продуцируемых МкАт, кон
центрирование МкАт и  их  криоконсервацию [17]. 
Особенностью отбора клонов продуцентов МкАт 
(натPly) явилось определение специфичности анти-
тел в ИФА при адсорбции на планшетах натPly и па-
раллельная оценка способности МкАт (натPly) ин-
гибировать гемолитическую активность натPly. 
Выделение МкАт из асцитной жидкости мышей про-
водили методом двукратного осаждения сульфатом 
аммония. Осадок растворяли в фосфатно-солевом 
буфере (ФСБ), диализовали против того же буфера 
и  затем концентрировали с помощью полиэтилен-
гликоля с молекулярной массой 40 000 [14].

Оценку гемолитической активности натPly про-
водили в 96‑луночных круглодонных микропланше-
тах для иммунологических реакций (Thermo Fisher 
Scientific, США). Препарат, содержащий натPly, ти-
тровали двукратным шагом в ФСБ в объеме 25 мкл 
с последующим добавлением 25 мкл 1,25 % эритро-
цитов крови лошади. Планшеты инкубировали при 
температуре 37 ºС в течение 30 мин. За отрицательный 
результат принимали концентрацию натPly, вызыва-
ющую гемолиз 50 % эритроцитов. Концентрацию 
натPly, вызывающую полный гемолиз эритроцитов 
в предшествующей отрицательному результату лунке, 
принимали за 1 гемолитическую единицу (ГЕ).

При  постановке реакции ингибирования гемо-
лиза эритроцитов исследуемые антитела титровали 
в объеме 25 мкл двукратным шагом. Затем в каждую 
лунку прибавляли 1 ГЕ натPly в объеме 25 мкл. После 
инкубации планшета в течение 30 мин при 37 ºС во 
все лунки прибавляли по 25 мкл суспензии эритро-
цитов. В контрольные лунки с рабочей концентраци-
ей натPly прибавляли вместо антител по 25 мкл ФСБ. 
Планшет инкубировали в течение 2 ч при температу-
ре 37 ºС. Результат учитывали визуально. Протектив-
ным титром считали разведение антител, при котором 
гемолиз эритроцитов был полностью нейтрализован. 
Исследование проводили в 4 повторах.

Нейтрализацию цитопатогенного действия натPly 
с помощью исследуемых антител оценивали на куль-
туре пролинзависимых эпителиоподобных клеток 
яичника китайского хомячка CHO-К1. Первоначаль-
но определяли 1 цитопатогенную дозу натPly [4]. 
Для  этого в  лунки 96‑луночного культурального 
микропланшета вносили по 100 мкл серийных дву-
кратных разведений натPly начиная с  концентра-
ции 2 мг / мл. Затем в каждую лунку прибавляли по 
104 клеток CHO-К1 в объеме 100 мкл. Планшеты ин-
кубировали при температуре 37 ºС в СО

2
‑инкубаторе 

(Sanyo, Япония) при 5 % концентрации СО
2
. Резуль-

таты учитывали через 48 ч с помощью инвертирован-
ного микроскопа (Leitz, Германия). За 1 цитопато-
генную единицу (ЦПЕ) принимали наименьшую 
концентрацию натPly, индуцирующую полное разру-
шение клеток, которая составляла 100 мкг / мл натPly. 
Для  оценки способности антител нейтрализовать 
токсическое действие натPly на  клетки CHO-K1 
в первые лунки планшета вносили исследуемые ан-
титела начиная с  концентрации 4  мг / мл в  объеме 
100 мкл, и проводили их титрование двукратным ша-
гом. Далее во все лунки планшета прибавляли 4 ЦПД 
натPly (400 мкг / мл) в объеме 50 мкл. Планшет инку-
бировали при температуре 37 ºС в СО

2
‑инкубаторе 

в течение 30 мин. Затем прибавляли клетки CHO-К1 
в указанной концентрации и инкубировали в течение 
48 ч. В качестве отрицательного контроля вместо ан-
тител использовали серийные двукратные разведения 
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ФСБ в RPMI-1640. Оценку целостности клеток прово-
дили через 48 ч после инкубации. Микрофотографии 
получали с помощью инвертированного микроскопа 
(Leica DMi8, Leica, Германия) с программным обеспе-
чением LAS V 4.12; объектив 10 × окуляр 10, увеличение 
100. Размер изображения 1245 × 93,75 мкм.

Превентивные свойства МкАт (натPly), МкАт 
(рекPly) и ПкАт (рекPly) исследовали при однократ-
ном внутрибрюшинном введении мышам 200 мкг 
исследуемых антител в объеме 0,5 мл. В качестве кон-
троля использовали нормальный иммуноглобулин 
(Ig) мыши (Calbiochem, США) в той же концентра-
ции. Через 1 ч мышей заражали внутрибрюшинно 
летальной дозой (105 микробных клеток) штамма № 3 
S. pneumoniae серотипа 3 в объеме 0,5 мл. Наблюдение 
за животными проводили в течение 8 сут. Учитывали 
количество выживших мышей в опытных и контроль-
ной группах.

Статистическую обработку данных проводили 
методом Манна–Уитни для  независимых выборок 
при  использовании программного обеспечения 
Statistica 10. Данные представлены средним значени
ем ± стандартное отклонение (M ± SD). Статистически 
достоверными считали различия при р <0,05.

Результаты
Для оценки токсического действия пневмолизи-

на мышам однократно внутрибрюшинно вводили 
препарат, содержащий натPly, в дозах 25, 50 и 100 мкг 
на мышь в объеме 0,5 мл; контрольной группе жи-
вотных вводили 0,9 % раствор натрия хлорида для 
инъекций в том же объеме.

Через 1 сут после введения натPly отмечали сни-
жение массы тела мышей во всех опытных группах 

по сравнению с контролем. В ходе дальнейшего на-
блюдения масса мышей не отличалась от контрольных 
значений. Различий в массе тела мышей в диапазоне 
доз от 25 до 100 мкг / мышь натPly не выявлено.

В этот же срок (через 24 ч) у мышей исследовали 
морфологию эритроцитов в мазках крови из хвостовой 
вены. С увеличением дозы отмечено появление в кро-
ви дегенеративных форм эритроцитов (рис. 1, а–в). 
Значительные изменения морфологии эритроцитов 
наблюдали при введении дозы 100 мкг, которые харак-
теризовались появлением большого количества акан-
тоцитов – эритроцитов с зоной просветления в центре 
и  с  неровными зубчатыми выростами цитоплазмы 
(рис. 1, в).

Для оценки функциональной активности МкАт, 
специфичных к натPly и рекPly, использовали метод 
ингибирования гемолиза эритроцитов, вызываемого 
натPly. Результаты сравнивали с активностью ПкАт 
(рекPly).

Для  определения 1 ГЕ натPly разводили до за
ранее оттитрованной концентрации, составляющей 
0,76 мкг / лунка и делали двукратно уменьшающиеся 
разведения в ФСБ в лунках круглодонного микро-
планшета. После этого в лунки прибавляли 1,5 % сус
пензию эритроцитов. Инкубировали при температу-
ре 37 ºС в  течение 30 мин. Концентрация натPly, 
равная 0,76 мкг / лунка, вызывала 100 % лизис эри-
троцитов (рис. 2, а). В 2 раза меньшая концентрация 
(0,39 мкг / лунка) натPly индуцировала 50 % лизис 
эритроцитов. На основании этого за 1 ГЕ принимали 
концентрацию натPly 0,76 мкг / лунка. Эту концентра-
цию использовали при оценке ингибирующей актив-
ности антител (рис. 2, б). Для этого проводили титро-
вание антител в двукратных разведениях. Затем во все 

Таблица 1. Динамика массы тела мышей после однократного внутрибрюшинного введения нативного пневмолизина (натPly)

Table 1. Dynamics of body weight of mice after a single intraperitoneal injection of native pneumolysin (nPly)

Доза препарата 
Drug dose

Масса мышей, г 
Mice weight, g

до введения 
before injection

после введения натPly, сут 
аfter injection of nPly, days

1 2 3 4 6

натPly, мкг / 0,5 мл 
nPly, μg / 0,5 mL

25
50
100

14,4 ± 0,2
14,0 ± 0,2
14,3 ± 0,2

12,7 ± 0,1*
13,2 ± 0,3*
12,5 ± 0,3*

14,4 ± 0,2
13,4 ± 0,4
14,4 ± 0,2

15,6 ± 0,2
14,4 ± 0,2
15,5 ± 0,4

16,5 ± 0,2
15,2 ± 0,2
16,1 ± 0,2

20,9 ± 0,2
18,1 ± 0,3
20,0 ± 0,3

0,9 % раствор натрия хлорида 
(контроль), 0,5 мл 
0.9 % sodium chloride solution 
(control), 0.5 mL

14,7 ± 0,2 14,4 ± 0,3 14,5 ± 0,2 15,5 ± 0,2 16,3 ± 0,2 20,8 ± 0,2

*Достоверность различий между опытными группами и контролем, p <0,05. 
*Significance of differences between experimental groups and the control, p <0.05.



23

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian journal of biotherapy 3'2025  том 24    vol. 24

Оригинальные статьи | Original reports

Рис. 2. Ингибирование лизиса эритроцитов: а – расчет концентрации нативного (натPly) пневмолизина (Ply), вызывающей 100 % лизис 
эритроцитов; б – концентрация антител, вызывающая ингибирование 1 гемолитической единицы (ГЕ) натPly

Fig. 2. Inhibition of  red blood cell lysis: a  – the  calculation of  the  concentration of  native (nPly) pneumolysin (Ply), which causes 100  % lysis 
of erythrocytes; б – the concentration of antibodies, which causes the inhibition of 1 hemolytic unit (HU) of nPly

Рис. 1. Морфология эритроцитов мышей через 24 ч после внутрибрюшинного введения нативного пневмолизина. Доза препарата, мкг / мышь: 
а – 25; б – 50; в – 100; г – 0,9 % раствор натрия хлорида (контроль). Окраска мазков крови по Романовскому–Гимзе. Световая микроско-
пия, иммерсия, ×90

Fig. 1. Morphology of mouse red blood cells 24 hours after intraperitoneal administration of native pneumolysin. Drug dose, μg / mouse: а – 25; б – 50; 
в – 100; г – 0.9 % sodium chloride solution (control). Blood smears stained by Romanowsky–Giemsa. Light microscopy, immersion, ×90
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лунки планшета прибавляли 1 ГЕ натPly, инкубиро-
вали и вносили эритроциты. 100 % ингибирование 
гемолиза при прибавлении МкАт (натPly) составля-
ло 32 мкг / лунка; для МкАт (рекPly) требовалась 
меньшая концентрация антител  – 7,0 мкг / лунка; 
для ПкАт (рекPly) ингибирующая концентрация со-
ставляла 3,2 мкг / лунка.

Во 2‑м варианте опытов оценивали нейтрализу-
ющее действие антител при внесении 4 ЦПД натPly 
в  культуру клеток CHO-K1. Результаты учитывали 
с помощью световой микроскопии (рис. 3). Принцип 
метода был таким же, то есть к МкАт (натPly), МкАт 
(рекPly) и ПкАт (рекPly), взятым в двукратных раз-
ведениях, прибавляли 4 ЦПД натPly и затем вносили 
культуру клеток CHO-K1 (см. рис. 3, А–В, а–д). Кон-
трольные лунки вместо антител содержали среду 
культивирования и 4 ЦПД натPly (см. рис. 3, А–В, е). 
Во всех контрольных лунках натPly вызывал фраг-
ментацию клеток с образованием окруженных мем-
браной апоптотических телец, состоящих из цито-
плазмы и плотно расположенных органелл [18].

МкАт (натPly) в концентрациях 4 и 2 мг / мл ней-
трализовали действие натPly на  клетки (рис. 3, А). 
При концентрации МкАт (натPly) 1 мг / мл появля-
лись первые признаки изменения морфологии кле-
ток, сопровождающиеся их округлением; при кон-
центрации 0,5 мг / мл обнаруживали мелкие округлые 
клетки и  единичные клетки нормальной формы; 
концентрация 0,25 мкг / мл уже не защищала клетки 
от  разрушающего действия натPly. Таким образом, 
минимальная нейтрализующая концентрация МкАт 
(натPly) составляла 2 мг / мл. МкАт (рекPly) вызыва-
ли сходные изменения морфологии клеток. При этом 
минимальная нейтрализующая концентрация анти-
тел была меньше и составляла 1 мг / мл (см. рис. 3, Б). 
Минимальная нейтрализующая концентрация ПкАт 
(рекPly) составляла 0,5 мг / мл (рис. 3, В).

Для оценки способности антител защищать мышей 
от заражения вирулентным штаммом S. pneumoniae 
за 1 ч до заражения им однократно внутрибрюшин-
но  вводили исследуемые антитела в  концентра-
ции 200 мкг / мышь. В качестве контроля использо-
вали нормальный Ig мыши в той же концентрации 
(рис. 4).

Гибель мышей, зараженных летальной дозой 
S.  pneumoniae cеротипа 3, начиналась на  2‑е сутки 
после введения бактериальной культуры. В контроль-
ной группе мышей, получивших нормальный Ig, 
на 2‑е сутки погибло 4 из 8 мышей, тогда как во всех 
опытных группах – по 1 из 8 мышей. На 3‑и сутки на-
блюдения в  контрольной группе осталась в  живых 
1 особь, тогда как в группах мышей, которым вводи-
ли МкАт (натPly), МкАт (рекPly) и ПкАт (рекPly), – 
6, 4 и 5 мышей соответственно. Начиная с 4‑х суток 
различия между опытными группами мышей были 

несущественными. К  6‑м суткам все контрольные 
мыши погибли, а в опытных группах оставалось в жи-
вых по 1 особи. На 7‑е и 8‑е сутки последовательно 
погибли мыши, которым вводили МкАт (рекPly) 
и ПкАт (рекPly) и осталась в живых только 1 особь, 
получившая МкАт (натPly), т. е. однократное введение 
МкАт и ПкАт, специфичных к Ply, вызывало замед-
ление гибели мышей. Полученные предварительные 
результаты, выявившие тенденцию протективного 
действия антител in  vivo, подтверждают результаты 
опытов in  vitro по  нейтрализации цитопатогенного 
действия натPly на  клетки с  помощью антител, 
но  нуждаются в  дальнейшем выборе оптимальных 
доз и схемы пассивной иммунизации мышей.

Заключение
В ранее проведенных нами исследованиях пока-

зано, что  иммунизация мышей рекPly приводила 
к образованию анти-рекPly-антител и защищала мы-
шей от  заражения S. pneumoniae [19]. Это явилось 
основанием для оценки нейтрализующей активности 
МкАт, направленных к  функционально значимым 
эпитопам молекулы Ply. Так как  использованный 
в  работе рекомбинантный полноразмерный Ply 
не  оказывал цитопатогенного действия в  опытах 
in  vitro и  in  vivo [16], для  оценки нейтрализующей 
способности антител использовали натPly, получен-
ный из бактериальных клеток S. pneumoniae [4]. По-
казано, что натPly обладал токсичностью, вызывая 
быстрое (через 24 ч) снижение массы тела мышей, 
что сопровождалось появлением в крови мышей мор-
фологически измененных и  дегенеративных форм 
эритроцитов. В тестах in vitro исследована пневмоли-
зин-нейтрализующая способность 2 мышиных мо-
ноклональных IgG-антител, одно из которых полу-
чено к  натPly-форме, другое  – к  рекPly-формам, 
а также ПкАт, индуцированных к рекPly. Показано, 
что МкАТ (натPly), МкАт (рекPly) и ПкАт (рекPly) 
обладали способностью ингибировать гемолиз эри-
троцитов, т. е. были направлены к домену 4 молекулы 
Ply, ассоциированного с гемолитической активностью 
[6]. В тесте нейтрализации цитопатогенного действия 
Ply на клетки яичника китайского хомячка СНО-К1 
установлены протективные свойства всех исследо-
ванных антител в ответ на прямое действие высокой 
концентрации натPly на клетки CHO-K1, защищаю-
щее клетки от апоптоза, вызванного действием пнев-
молизина. Таким образом, в 2 разных опытах, прове-
денных in vitro, показана способность МкАТ (натPly), 
МкАт (рекPly) и  ПкАт (рекPly) защищать от  раз
рушения клетки, подвергнутые действию натPly. Бо-
лее высокая функциональная активность МкАт 
(рекPly) по  сравнению с  МкАт (натPly) зависела 
от клона-продуцента МкАт [13]. Следует отметить, 
что функционально активные МкАт (рекPly) могут 
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Рис. 3. Нейтрализация цитопатогенного действия нативного (натPly) пневмолизина (Ply) (4ЦПД) на клетки CHO-K1 с помощью монокло-
нальных (МкАт) антител (Ат): А – МкАт (натPly); Б – МкАт рекомбинантного Ply (рекPly); В – поликлональные Ат (рекPly). Концен-
трация Ат: а – 4 мг / мл; б – 2 мг / мл; в – 1 мг / мл; г – 0,5 мг / мл; д – 0,25 мг / мл; е – контроль, среда культивирования. Увеличение 100, 
объектив ×10, окуляр 10

Fig. 3. Neutralization of the cytopathogenic effect of native (nPly) pneumolysin (Ply) (4 cytopathogenic doses) on CHO-K1 cells using monoclonal (mAbs) 
antibodies (Abs): A – mAbs (nPly); Б – mAbs recombinant Ply (rPly); В – polyclonal Abs (rPly). Abs concentration: a – 4 mg / mL; б – 2 mg / mL; в – 1 mg / mL; 
г – 0.5 mg / mL; д – 0.25 mg / mL; e – control, culture medium. Magnification 100, lens ×10, eyepiece 10
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не распознавать и слабо распознавать натPly в имму-
нохимических тестах (непрямой и  сэндвич-ИФА), 
взаимодействуя при этом с натPly в реакции имму-
ноблоттинга [4, 6, 13]. Результаты, свидетельству
ющие о протективной активности антител в опытах 

in vitro, подтвердились в опытах in vivo. Все исследо-
ванные антитела при пассивном введении мышам 
за 1 ч до заражения вирулентным штаммом S. pneu-
moniae снижали его патогенное действие, что прояв-
лялось в замедлении гибели опытных мышей о срав-
нению с контролем. Полученные предварительные 
данные по превентивной активности антител требу-
ют подтверждения с использованием других доз ан-
тител и схем их введения мышам.

На  основании проведенных нами исследова-
ний установлено, что МкАт (натPly), МкАт (рекPly) 
и  ПкАт (рекPly) нейтрализовали цитотоксическое 
действие натPly на  эритроциты и  клетки CHO-K1 
в опытах in vitro и способствовали продлению жизни 
мышей, зараженных S. pneumoniae в опытах in vivo. 
Дальнейшие исследования в этом направлении це-
лесообразно проводить при  использовании МкАт 
(рекPly) с учетом их направленности к участкам мо-
лекулы Ply, ассоциированным с формированием про-
тективного иммунного ответа.

В перспективе МкАт (Ply) можно рассматривать 
как инструмент, предназначенный для снижения па-
тогенности пневмококка у пациентов с тяжелой фор-
мой пневмококковой инфекции методом пассивной 
иммунотерапии.

Рис. 4. Превентивные свойства антител (Ат), специфичных к пнев-
молизину (Ply)

Fig. 4. Preventive properties of antibodies (Abs) specific to pneumolysin 
(Ply)
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Получение и характеристика моноклональных 
антител к ферропортину человека
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К о н т а к т ы :	 Маргарита Геннадьевна Хотулева khotulevamargarita@gmail.com

Введение. Ферроптоз  – это тип неапоптотической железозависимой формы регулируемой гибели клеток. 
Единственным экспортером железа из клеток является ферропортин, однако его вовлечение в ферроптоз кле-
ток малоизученно. Активация или блокировка путей ферроптоза может обеспечить терапевтическую стратегию 
при лечении ряда заболеваний. Контроль экспрессии ферропортина позволит подобрать более эффективную 
терапию опухоли. Получение моноклональных антител (МкАт) к ферропортину человека поможет при дальней-
шем изучении его роли в ферроптозе опухолевых клеток.
Цель исследования – получение и характеристика МкАт к ферропортину человека.
Материалы и  методы. Методом гибридомной технологии получены мышиные МкАт против синтетического 
пептида, соответствующего участку белка ферропортина. Пептид синтезировали методом твердофазного авто-
матического синтеза.
Результаты. Выбран и  синтезирован 15‑членный пептид с  последовательностью ELKQLNLHKDTEPKP (ELK). 
Получены конъюгаты синтетического пептида с  белками-носителями. Получено 4 стабильных гибридомных 
клона, наработаны образцы МкАт. Образцы успешно протестированы с использованием методов проточной 
цитометрии, иммуноферментного анализа, электрофореза в полиакриламидном геле.
Заключение. Получены и охарактеризованы 4 антитела против ферропортина, связывающие пептид ELK. Ан-
титела могут быть использованы в дальнейших исследованиях транспорта железа в опухолевых клетках.

Ключевые слова: ферропортин, моноклональное антитело, ферроптоз, транспорт железа, иммуноферментный 
анализ
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нальных антител к ферропортину человека. Российский биотерапевтический журнал 2025;24(3):29–35.
DOI: https://doi.org/10.17650/1726-9784-2025-24-3-29-35

Production and characterization of monoclonal antibodies to synthetic human  
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Background. Ferroptosis is  a  type of  non-apoptotic iron-dependent form of  regulated cell death. Ferroportin 
is the only exporter of iron from cells, however, the involvement of ferroportin in cell ferroptosis is poorly understood. 
Activation or blocking of  ferroptosis pathways may provide a  therapeutic strategy for the  treatment of a number 
of diseases. Control of ferroportin expression will make it possible to select a more effective tumor therapy. Obtaining 
monoclonal antibodies to human ferroportin will help to further study its role in ferroptosis of tumor cells.
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Aim. Obtaining and characterization of monoclonal antibodies to human ferroportin.
Materials and methods. Mouse monoclonal antibodies against a synthetic peptide corresponding to the ferroportin 
protein region were obtained using hybridomic technology. The peptide was synthesized by the method of solid-phase 
automatic synthesis.
Results. A  15‑membered peptide with the  sequence ELKQLNLHKDTEPKP (ELK) was selected and synthesized. 
Conjugates of the synthetic peptide with carrier proteins were obtained. 4 stable hybridomic clones were obtained, 
and samples of monoclonal antibodies were obtained. The samples were successfully tested using methods of flow 
cytometry, enzyme immunoassay, and polyacrylamide gel electrophoresis.
Conclusion. Four antibodies against ferroportin binding the  ELK peptide were obtained and characterized. 
The antibodies can be used in further studies of iron transport in tumor cells.

Keywords: ferroportin, monoclonal antibody, ferroptosis, iron transport, enzyme immunoassay

For citation: Khotuleva M. G., Sadovskaya Ya. O., Karimova A. O. et al. Production and characterization of monoclonal 
antibodies to synthetic human ferroportin peptide. Rossijskij bioterapevticeskij zurnal = Russian Journal of Biotherapy 
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Введение
Одним из  основных подходов к  уничтожению 

опухолевых клеток является воздействие на них ин-
дукторами апоптоза, но их эффективность ограни-
ченна ввиду появления у  опухоли резистентности 
к препаратам, что является серьезным препятствием 
в лечении рака [1, 2]. Исследования форм неапопто-
тической гибели клеток, напротив, открывают новые 
терапевтические пути для уничтожения раковых кле-
ток и ограничения выживаемости клонов, устойчивых 
к лекарствам. Одной из таких форм является ферро
птоз – неапоптотическая железозависимая регули-
руемая гибель клеток [3]. Ферроптоз как отдельный 
тип клеточной гибели утвержден в 2018 г. Номенкла-
турным комитетом клеточной гибели (Nomenclature 
Committee on Cell Death) [4]. При  избытке железа 
в  клетках происходит их  гибель из‑за  накопления 
свободных радикалов, приводящего к  окислению 
липидов митохондриальных мембран с их последу-
ющим разрывом. Небольшие пулы гемового железа 
могут напрямую катализировать образование свобод-
ных радикалов в ходе реакции Фентона (формула 1) 
и могут далее распространять перекисное окисление 
липидов [5]:

        Fe2+ + НOOH → Fe3+ + НO• + OH–.	 (1)

Высокий индекс пролиферации опухолевых кле-
ток требует значительно большего расхода железа, 
так как оно входит в каталитический домен ДНК-по-
лимеразы и необходимо для связывания этого фер-
мента с ДНК [6].

Один из типов ферроптоза инициируется увели-
чением пулов железа, например из‑за снижения экс-
прессии гена SLC40A1, кодирующего ферропортин, 
который является единственным известным транс-
портером железа из клетки [7, 8]. Ферропортин слу-
жит контрольной точкой для регулирования потоков 
железа из клетки. Как и другие белки метаболизма 

железа, ферропортин также участвует в доступности 
железа для клетки и ферроптоза [9, 10]. Одно из на-
правлений исследования биологической роли фер-
ропортина – иммунохимические реакции с исполь-
зованием моноклональных антител (МкАт). МкАт 
к ферропортину человека могут быть использованы 
для исследования роли ферропортина в метаболиз-
ме железа.

Цель исследования – получение и характеристика 
МкАт к ферропортину человека.

Материалы и методы
Синтез пептида
Аминокислотную последовательность человече-

ского ферропортина выбрали при помощи базы дан-
ных UniProt (Universal Protein Resource) [11]. Для по-
лучения пептида ELKQLNLHKDTEPKP (ELK) 
использовали твердофазный метод синтеза в автома-
тическом режиме. Синтез проводили с использова-
нием автоматизированного пептидного синтезатора 
ResPep Sli (Intavis, Германия) согласно инструкции 
производителя.

Молекулярную массу и  чистоту полученных 
пептидов подтверждали методом высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии – масс-спектромет
рии (ВЭЖХ-МС). Спектр ВЭЖХ-МС регистрирова-
ли на приборе Agilent Series 1100 LC / MSD Trap-SL 
(Agilent Technologies, США); колонка: ReproSil-Pur 
Basic-C18 4,6 × 250 мм, 5 мкм. Разделение осущест-
вляли в градиентном режиме. Градиент: 0 мин – 95 % А, 
20 мин – 100 % Б, где А – вода, Б – ацетонитрил. 
К смеси А и Б добавляли по 0,01 % трифторуксусной 
кислоты по  объему. Детектирование осуществляли 
при длине волны 220 нм.

Получение конъюгатов синтетического пептида 
с белками-носителями
Белки  – носители HSA (human serum albumin) 

и AFP (alpha-fetoprotein) и пептид ELK растворяли 
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в фосфатно-солевом буфере (ФСБ), к смеси добав-
ляли глутаровый альдегид до конечной концентрации 
2 %. Инкубировали 30 мин при комнатной темпера-
туре. Затем для нейтрализации глутарового альдеги-
да добавляли раствор глицина до конечной концентра-
ции 0,2 М и инкубировали 15 мин. Реакционную смесь 
диализовали против ФСБ. Таким образом получено 
2 конъюгата с пептидом: ELK-HSA и ELK-AFP.

Получение моноклональных антител
Первичную иммунизацию мышей линии Balb / c 

проводили путем введения 100 мкг антигена (раствор 
конъюгатов ELK-HSА и ELK-AFP) с полным адъю-
вантом Фрейнда (1:1) [10] в лапы. Бустирование ан-
тигеном неполным адъювантом Фрейнда проводили 
с интервалом 13 дней после первичной иммунизации. 
Гибридизацию иммунных лимфоцитов с клеточной 
линией Sp 2 / 0 делали на 4‑й день после бустирования 
с помощью полиэтиленгликоля. На 4–6‑е сутки после 
гибридизации наблюдали рост HAT-устойчивых кло-
нов. Проведено не менее 2 клонирований, в резуль-
тате получено 4 стабильных клона. Скрининг спе
цифичных клонов, способных к  продуцированию 
антител, проводили методом непрямого иммунофер-
ментного анализа (ИФА) [12].

Определение субизотипов антител в асцитных 
жидкостях
Субизотипирование проводили методом непря-

мого ИФА с помощью набора Mouse Typer Isotyping 
Panel (Bio-Rad, США) согласно инструкции произ-
водителя [13]. Антитела (в  асците) тестировали 
на способность связываться с пептидом ELK методом 
непрямого ИФА.

Пептид ELK сорбировали на микротитрацион-
ный планшет высокой сорбции в  концентрации 
5 мкг / мл в ФСБ по 50 мкл в лунку в течение 1 ч при 
температуре 37 ºС. На каждый клон 1 дорожка (8 лу-
нок) планшета плюс 1 дополнительная дорожка 
на  каждый антиген для  отрицательного контроля 
ФСБ с добавлением альбумина и Твин-20. Разведен-
ные асциты добавляли по 50 мкл в 6 лунок одного 
ряда на планшете. В 1‑ю (A) и последнюю (H) лунки 
добавляли ФСБ с альбумином и Твин-20 без антител 
для отрицательного контроля конъюгата. Антитела 
кролика, специфичные к каждому изотипу мышиных 
антител, разводили 1:3 в ФСБ с добавлением Твин-20 
и в каждые добавляли по 50 мкл в 1 лунку дорожки 
с каждым клоном плюс 1 контрольная лунка для каж-
дого антигена. Конъюгированный с  пероксидазой 
хрена козий антикроличий иммуноглобулин (Ig) раз-
водили 1 / 3000 в промывочном буфере ФСБ с добав-
лением Твин-20 и  инкубировали в  течение 30 мин 
при  комнатной температуре на  шейкере. Оптиче-
скую плотность измеряли на  спектрофотометре 

FlexA-200HT (Hangzhou Allsheng Instruments Co., Ltd., 
Китай), установив длину волны 450 нм.

Методом аффинной хроматографии выделяли 
антитела на сорбенте белок-G сефарозе и определя-
ли их чистоту методом электрофореза в полиакрила-
мидном геле [14].

Определение специфичности антител методом 
иммуноферментного анализа
Конъюгаты с  пептидом ELK адсорбировали 

на поверхности лунок 96‑луночного планшета в кон-
центрации 5 мкг / мл в течение ночи при температу-
ре  4  ºС. Далее планшеты инкубировали со  МкАт. 
В последнюю (H) лунку добавляли ФСБ с добавле-
нием альбумина и Твин-20 без антител для отрица-
тельного контроля конъюгата. После проводили ин-
кубацию с вторичными антителами 1:60 000 в течение 
1 ч при температуре 37 ºС. Далее в  каждую лунку 
добавляли 100 мкл ТМБ (3,3’,5,5’-тетраметилбензиди-
на) и  инкубировали до  развития окраски в  течение 
15 мин. Реакцию останавливали добавлением в лунки 
по 50 мкл 10 % раствора серной кислоты. Оптическую 
плотность измеряли на спектрофотометре FlexA-200HT, 
установив длину волны 450 нм.

Проточная цитометрия
Определение связывания образцов выделенных 

антител к ферропортину (SLC40A1) проводили с ис-
пользованием клеточной линии НТ-29 (рака толстой 
кишки) с высокой экспрессией гена ферропортина 
и линии NCI-H1395 (рака легкого) с низкой экспрес-
сией гена ферропортина. Клетки снимали с поверх-
ности культуральных флаконов, отмывали центри-
фугированием и  распределяли по  5 × 104 клеток 
в пробирки для проточной цитометрии. К клеточной 
суспензии добавляли исследуемые образцы в концен-
трации 10 мкг / мл и инкубировали на льду в течение 
30 мин. Клетки промывали буфером флуоресцентной 
активации сортировки клеток (fluorescence-activated cell 
sorting – FACS: PBS, 0,2 % (w / v) BSA, 10 мМ NaN

3
) 

и вносили по 5 мкл вторичных козьих антител к Ig мы-
ши, конъюгированных с Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher 
Scientific, США), инкубировали на льду 30 мин. Клет-
ки промывали FACS-буфером и определяли количе-
ство окрашенных клеток на  проточном цитометре 
NovoCyte 2000R (Agilent Technologies, США) с  про-
граммным обеспечением ACEA Novoflow 1.3 (ACEA 
Bioscience, Бельгия).

Результаты
Синтез пептида
С использованием автоматизированного пептид-

ного синтезатора ResPep Sli было получено 9,8 мг пепти-
да с  последовательностью ELKQLNLHKDTEPKP. 
По данным ВЭЖХ-МС для ELKQLNLHKDTEPKP: 
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время удерживания 6,8 мин, М 1789, содержание 
пептида составляет 92,3 %. Основной пик спектра 
приходится на расчетную молекулярную массу 1790 Да. 
Брутто-формула: C

79
H

132
N

22
O

25
.

Определение субизотипа антител против  
пептида ELK
Результаты определения субизотипов антител IgG 

против пептида ELK представлены следующим образом.
ELK A12 – IgG1;
ELK D1 – IgG1;
ELK C2 – IgG2a;
ELK H9 – IgG3.

Определение специфичности антител 
методом иммуноферментного анализа
Связывание МкАт с пептидом определяли по ха-

рактеру кривой зависимости оптической плотности 
от концентрации антител в сравнении с контрольны-
ми образцами. Все полученные антитела способны 
аффинно связываться с неконъюгированным пепти-
дом. Оба конъюгата не  реагируют с  белками HSA 
и AFP. С конъюгатом ELK-AFP аффинное связыва-
ние  антител происходит лучше, чем  с  конъюгатом 
ELK-HSA, несмотря на  то  что  все образцы, кроме 
антитела ELK C2, получены в результате иммуниза-
ции конъюгатом ELK-HSA (рис. 1, 2).

Рис. 1. Зависимость оптической плотности от концентрации полученных антител на конъюгате ELK-AFP (N = 3). Здесь и далее на рис. 2: 
данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего

Fig. 1. The optical density of the obtained antibodies on the ELK-AFP conjugate (N = 3). Here and below in Fig. 2: the data are presented as mean value 
and standard error of the mean

Рис. 2. Зависимость оптической плотности от концентрации полученных антител на конъюгате ELK-HSA, N = 3

Fig. 2. The optical density of the obtained antibodies on the ELK-HAS conjugate, N = 3
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Таблица 1. Связывание антител (%) против пептида ELK с кле-
точным ферропортином на линиях HT-29 и NCI-H1395 методом 
проточной цитометрии

Table 1. Binding of antibodies (%) to ELK-peptide to cellular ferroportin 
on the HT-29 and NCI-H1395 cell line by flow cytometry

Клеточная линия 
Cell line

Моноклональное антитело ELK 
ELK monoclonal antibody

A12 D1 C2 H9

HT-29 72,64 64,2 73,5 84,4

NCI-H1395 9,9 9,41 10,84 18,65

Определение связывания антител  
с ферропортином методом проточной цитометрии
Наибольшую активность на  клеточной линии 

HT-29 показали антитела к ферропортину клона ELK 
H9  – количество окрашенных клеток составило 

84,4 %, однако все полученные антитела показали 
сравнимую активность. При этом у  антител отсут-
ствует неспецифическое связывание в аналогичном 
эксперименте на клеточной линии NCI-H1395 с низ-
кой экспрессией гена ферропортина (табл. 1). Резуль-
таты представлены на рис. 3.

Заключение
В  ходе исследования получены МкАт против 

15‑членного пептида ELK, соответствующего участ-
ку белка ферропортина. Продемонстрирована спо-
собность антител к аффинному связыванию с реком-
бинантным ферропортином и поверхностным белком 
клеток, экспрессирующих ферропортин. Изучение 
механизма ферроптоза с  использованием МкАт 
к  ферропортину человека имеет большое значение 
для  изучения механизмов ферроптоза. Настоящее 
исследование может инициировать дополнительные 
исследования по экспрессии ферропортина и его ро-
ли в ферроптозе опухолевых клеток.

Рис. 3. Оценка связывания антител против пептида ELK со специфическим антигеном методом проточной цитометрии на клетках линии 
НТ-29 и NCI-H1395 (контроль). FITC-H – флуоресцеин изотиоцианат; M2 – выделенная область, соответствующая FITC-позитивным 
клеткам, %

Fig. 3. Binding of antibodies to ELK peptide to a specific antigen by flow cytometry on the HT-29 cell line and NCI-H1395 (control). FITC-H – fluorescein 
isothiocyanate; M2 – the gated region corresponding to FITC-positive cells, %
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Mодификация красного флуоресцентного белка 
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Введение. Длинноволновые флуоресцентные белки наиболее перспективны при исследованиях in vivo на флуо
ресцирующих моделях опухолей лабораторных животных. Если экспрессирующие флуоресцентные белки 
опухоли имеют большую иммуногенность для данной линии иммунокомпетентных мышей по сравнению с ис-
ходными, то сложно вычленить иммунную составляющую противоопухолевого действия цитотоксической те-
рапии.
Цель исследования – получение мышиных опухолевых клеточных линий 4T1, стабильно экспрессирующих 
исходный красный флуоресцентный белок TagRFP и мутантный белок TagRFP-L228A, получение опухолевых 
моделей на их основе и оценка гуморального иммунного ответа мышей линии Balb / c на такие опухоли.
Материалы и методы. Эукариотические плазмиды pcDNA3, содержащие гены, кодирующие экспрессию исход-
ного белка TagRFP (TagRFP-WT) и  белка с  мутацией L228A (TagRFP-L228A), получали из  прокариотических 
плазмид генно-инженерными методами. Индивидуальные клоны опухолевых клеток 4T1, экспрессирующие 
TagRFP-WT и TagRFP-L228A, получали путем последовательной липосомальной трансфекции клеток эукариоти-
ческими плазмидами, селекции и клонирования. Опухолевые модели получали подкожной инокуляцией суспен-
зии клеток 4T1, 4T1‑TagRFP-WT и 4T1‑TagRFP-L228A самкам мышей Balb / c. Через 4 нед оценивали иммунный 
ответ на белок TagRFP методом иммуноферментного анализа по связыванию сывороток венозной крови мышей 
с исходным белком TagRFP-WT.
Результаты. Получены плазмиды для экспрессии белков TagRFP-WT и TagRFP-L228A в эукариотических клетках и кло-
ны клеток 4T1, стабильно экспрессирующие эти белки. После инокуляции клеток 4T1‑TagRFP-WT, 4T1‑TagRFP-L228A 
и 4T1 опухоли развились у всех мышей соответствующих групп. Методом иммуноферментного анализа на план-
шетах с адсорбированным белком TagRFP-WT показано наличие у мышей Balb / c с флуоресцирующими опухо-
лями гуморального иммунного ответа на  исходный флуоресцентный белок в  отличие от  такового у  мышей 
с  опухолями 4T1. По  сравнению с  сыворотками мышей с  опухолью 4T1‑TagRFP-WT связывание с  исходным 
белком TagRFP-WT сывороток мышей с опухолями 4T1‑TagRFP-L228A уменьшается более чем в 4 раза.
Заключение. Единственная аминокислотная замена L228A в белке TagRFP приводит к существенному умень-
шению гуморального иммунного ответа на  экспрессируемый опухолями белок TagRFP-L228A по  сравнению 
с исходным TagRFP-WT. Это позволит использовать экспрессирующие TagRFP-L228A клеточные линии для соз-
дания оптимизированных опухолевых моделей для мышей Balb / c.

Ключевые слова: красный флуоресцентный белок TagRFP, иммуногенность, опухолевая модель, гуморальный 
иммунный ответ, иммуноферментный анализ
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Modification of the red fluorescent protein TagRFP to reduce its immunogenicity 
in establishing fluorescent model tumors in immunocompetent Balb / C mice
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Background. Long-wave fluorescent proteins (FP) exhibit significant potential for in vivo investigations involving 
fluorescent tumor models in  laboratory animals. If tumors expressing FP exhibit enhanced immunogenicity 
in  a  specific strain of  immunocompetent mice as compared with the  original tumors, it becomes challenging 
to delineate the immune component contributing to the antitumor effects of cytotoxic therapy.
Aim. To establish mouse tumor cell lines 4T1 that consistently express the original protein TagRFP and the mutant 
protein TagRFP-L228A, to  develop tumor models based on these cell lines, and to  assess the  humoral immune 
response of Balb / c mice to such tumors.
Materials and methods. Eukaryotic plasmids pcDNA3 containing genes encoding the expression of the original 
protein TagRFP (TagRFP-WT) and the L228A mutant protein (TagRFP-L228A) were obtained from prokaryotic plasmids 
by genetic engineering methods. Individual 4T1 tumor cell clones expressing TagRFP-WT and TagRFP-L228A were 
obtained by sequential liposomal transfection of cells with eukaryotic plasmids, selection, and cloning. Tumor models 
were obtained by subcutaneous inoculation of suspensions of 4T1, 4T1‑TagRFP-WT, and 4T1‑TagRFP-L228A cells into 
female Balb / c mice. After 4 weeks, the  immune response to  TagRFP protein was evaluated by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) by binding of mouse venous blood sera to the parent TagRFP-WT protein.
Results. Plasmids for the  expression of  TagRFP-WT and TagRFP-L228A proteins in  eukaryotic cells and 4T1 cell 
clones stably expressing these proteins have been obtained. After inoculation of 4T1‑TagRFP-WT, 4T1-TagRFP-L228A 
and 4T1 cells, tumors developed in  all mice of  the  corresponding groups. Using an ELISA on microplates with 
adsorbed TagRFP-WT protein, the presence of a humoral immune response to the original fluorescent protein was 
shown in Balb / c mice with fluorescent tumors, in contrast to mice with 4T1 tumors. Compared to the sera of mice 
with the  4T1‑TagRFP-WT tumors, the  binding to  the  original protein TagRFP-WT of  the  sera of  mice with the 
4T1‑TagRFP-L228A tumors decreases by more than 4 times.
Conclusion. The  single amino acid substitution L228A in  the  TagRFP protein leads to  a  significant reduction 
in  the  humoral immune response to  the  TagRFP-L228A protein expressed by tumors compared to  the  original 
TagRFP-WT. This will allow using TagRFP-L228A expressing cell lines to create optimized tumor models for Balb / c 
mice.

Keywords: red fluorescent protein TagRFP, immunogenicity, tumor model, humoral immune response, enzyme-
linked immunosorbent assay
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Введение
Флуоресцентные белки (ФБ) используются в ка-

честве генетически кодируемых флуоресцентных 
маркеров для визуализации биологических процессов, 
происходящих в живых клетках, тканях и организмах. 
Длинноволновые (красные и дальне-красные) флуо-
ресцентные белки [1] наиболее перспективны при ис-
следованиях in vivo на лабораторных животных [2, 3]. 
Использование таких ФБ предоставляет возможность 
изучения опухолевых узлов в удаленных от поверх-
ности тела лабораторных животных органах и тканях 
благодаря большему пропусканию света тканями 
животных в этом диапазоне спектра за счет низкого 
поглощения и рассеяния в нем. Это особенно важно 
при использовании флуоресцирующих моделей мета-
стазирующих опухолей [4]. Красный флуоресцентный 

белок TagRFP отличается высоким коэффициентом 
экстинкции и длительным временем жизни флуорес-
ценции. Он широко используется в качестве генети-
чески кодируемого сенсора как  сам по  себе, так 
и в составе более сложных генетически кодируемых 
сенсоров, например, для  детекции каспаза-3‑зави-
симого апоптоза в клетках флуоресцирующих опухо-
лей [5].

В последние годы значительное внимание уделя-
ется иммунной составляющей противоопухолевого 
эффекта, в  том числе при  изучении химиотерапии 
[6], фотодинамической терапии [7–9].

Исходно многие опухолевые модели на  основе 
экспрессирующих ФБ опухолевых клеточных линий 
создавались преимущественно для  иммунодефи
цитных мышей Nude или  SCID [10]. Это давало 
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возможность использовать широкий спектр опухо-
левых моделей, включая те, которые основаны на 
клеточных линиях человеческих опухолей, но такой 
подход не рассматривал проблему влияния на резуль-
таты исследований иммунного ответа на экспрессиру-
ющийся в опухолевых клетках ФБ. При использовании 
в качестве опухолевых моделей ФБ-экспрессирующих 
опухолей сингенных иммунокомпетентных мышей 
оказалось, что  многие ФБ иммуногенны для  мы-
шей-хозяев. В связи с этим, например, экспрессиру-
ющую зеленый флуоресцентный белок GFP клеточ-
ную линию аденокарциномы толстой кишки мыши 
CT-26 можно было использовать у иммунокомпе-
тентных мышей (Balb / c) для изучения ранних стадий 
метастатического роста у мышей, в частности для от-
слеживания экстравазации опухолевых клеток. Од-
нако оценку долгосрочного метастатического роста 
такой опухоли целесообразно проводить на иммуно-
дефицитных мышах [11].

В исследовании [12] представлено, что экспрес-
сия флуоресцентных белков GFP или TagRFP неко-
торыми модельными опухолями (например, после 
подкожной инокуляции соответствующих линий 
на основе клеток CT-26) коррелирует с отторжением 
опухоли начиная с  8‑го дня после инокуляции. 
При тех же условиях экспрессия этих белков опухо-
лями 4T1 и  B16‑F10 не  оказывала существенного 
влияния на развитие опухолей на основе 4T1 у мышей 
линий Balb / c и  B16‑F10 у  мышей линии C57BL / 6 
(для B16‑F10). Авторы связали это как со сравнитель-
но более высоким уровнем экспрессии флуоресцентных 
белков клетками CT-26, так и с имеющимися в лите-
ратуре сведениями о  сравнительно более высокой 
иммуногенности собственно опухолей CT-26.

В  исследовании [13] продемонстрировано, что 
скорость роста опухолей карциномы легких Льюис 
снижена после трансдукции tdTomato и люциферазы 
(tdTomato / Luc) по сравнению с исходной клеточной 
линией. Кроме того, экспрессия tdTomato / Luc опу-
холевыми клетками изменила микроокружение опу-
холи за счет увеличения лимфоцитов, инфильтриру-
ющих опухоль, при одновременном ингибировании 
супрессорных клеток миелоидного происхождения, 
индуцированных опухолью. Таким образом, показа-
но, что трансгенная экспрессия чужеродных белков 
может вызывать иммунные реакции в иммуноком-
петентных сингенных моделях трансплантированных 
опухолей, что может оказывать влияние на оценку 
эффективности экспериментальных препаратов.

A. Castano и соавт. [14] показали, что стабильная 
экспрессия зеленого ФБ EGFP (enhanced green 
fluorescent protein) в опухолях мышей подавляла рост 
опухоли и приводила к образованию цитотоксических 
Т-клеток CD8 (cluster of  differentiation 8), которые 
распознают EGFP-экспрессирующие клетки, а им-

плантация EGFP-экспрессирующих опухолей мышам 
вызывает присутствие анти-EGFP антител иммуно-
глобулина класса G в сыворотке крови. При оценке 
результатов фотодинамической терапии (ФДТ) уста-
новлено, что имеются значительные различия между 
ответом на мышиные опухоли, полученные из ста-
бильно экспрессирующих EGFP и немодифициро-
ванных опухолевых клеток RIF-1. ФДТ с произво-
дным бензопорфирина приводила к 100 % излечению 
опухолей RIF-1, экспрессирующих EGFP, что значи-
тельно отличалось от результата воздействия на не-
экспрессирующие ФБ опухоли RIF-1, где результат 
был менее значителен и продолжителен. После ФДТ 
также снижалась скорость роста флуоресцирующей 
опухоли по сравнению с нефлуоресцирующей, и было 
высказано предположение о том, что так проявляет-
ся реакция иммунной системы мыши на присутствие 
«чужеродного» белка EGFP после цитотоксической 
терапии.

Таким образом, при выраженной иммунной со-
ставляющей противоопухолевого эффекта использо-
вание ФБ в  качестве маркера опухолевых клеток 
в  экспериментальной терапии опухолей ставит во-
прос о достоверной интерпретации результатов. В том 
случае, когда экспрессирующие ФБ опухоли имеют 
бóльшую иммуногенность для данной линии имму-
нокомпетентных мышей по сравнению с исходными 
опухолями, более сложно вычленить иммунную со-
ставляющую противоопухолевого действия цитоток-
сической терапии (например, химиотерапии или ФДТ) 
и сопоставить результаты, полученные на исходной 
(нефлуоресцирующей) и флуоресцирующей моделях. 
Экспрессируемый опухолевыми клетками ФБ может 
действовать как характерный для них дополнитель-
ный чужеродный антиген, влияя как на  прививае-
мость и скорость роста опухоли, так и на дальнейшую 
реакцию иммунной системы на повторную перевив-
ку опухоли после терапевтического воздействия, 
а также на достоверность оценки терапевтического 
воздействия на опухоль.

В связи с этим встает задача снижения иммуно-
генности ФБ, причем ее нужно решать в рамках кон-
кретной модели на животных, поскольку один и тот 
же ФБ для одной линии иммунокомпетентных мы-
шей может быть существенно иммуногенным, а для 
другой  – нет [15]. Один из  подходов к  снижению 
иммуногенности флуоресцентных белков как гене-
тически кодируемых сенсоров состоит во внесении 
соответствующих мутаций непосредственно в после-
довательность белка. Такой подход, в частности, рас-
сматривается в  работе [16], в  которой получены 
мутанты EGFP, демонстрирующие сниженную им-
муногенность белка по  сравнению с  немодифици
рованным белком (обозначаемым в литературе как 
WT  – wild type, т. е. дикого типа) при  экспрессии 
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в опухолевых клетках, служащих для создания опу-
холевой модели у мышей линии Balb / c либо C57BL / 6. 
Например, полученный мутант EGFP Y200T оказал-
ся практически идентичным исходному EGFP по фи-
зико-химическим свойствам. При этом эксперимен-
тальные данные подтвердили, что  гуморальный 
иммунный ответ на вариант EGFP Y200T у мышей 
линии Balb / c практически отсутствует.

Ранее мы использовали искусственную нейросеть 
для предсказания наличия эпитопов главного ком-
плекса гистосовместимости I класса NetMHC-4.0 [17] 
в аминокислотной последовательности красного флу-
оресцентного белка TagRFP (рис. 1) для мышей ли-
нии Balb / c. По результатам этого поиска и в согласо-
вании с  расположением B-клеточных эпитопов, 
определенных с помощью ресурсов Ellipro [18] и Dis-
coTope 3.0 [19], для мышей линии Balb / c нами были 
выбраны возможные места одиночных мутаций для 
уменьшения связывания белка с соответствующими 
эпитопами.

Для  двукратной иммунизации мышей линии 
Balb / c использован мутантный белок TagRFP-L228А, 
полученный в результате сайт-направленного мута-
генеза в положении на C-конце TagRFP за пределами 
β-бочонка и не отличавшийся от белка TagRFP-WT 
по спектральным свойствам. С использованием им-
муноферментного анализа (ИФА) сывороток крови 
мышей показано, что замена L228A привела к умень-
шению связывания мышиных сывороток с адсорби-
рованным белком дикого типа по сравнению с им-
мунизацией исходным белком [20].

Цель данной работы – получение мышиных опу-
холевых клеточных линий 4T1, стабильно экспрес-
сирующих исходный красный ФБ TagRFP и мутант-
ный белок TagRFP-L228A, получение опухолевых 
моделей на  их  основе и  оценка гуморального им-
мунного ответа мышей линии Balb / c на такие опу-
холи.

Материалы и методы
Животные
Мыши линии Balb / c (самки возрастом 6–8 нед) 

категории SPF получены из Пущинского питомника 
лабораторных животных. Животных содержали 
в  специальном помещении по  3 особи в  клетках 
с фильтрами в защищенном шкафу Sync 4E4 (Charles 
River, Франция) с позитивным давлением, влажностью 
30–50 %, температурой 22–26 ºС, соблюдением режи-
ма «день / ночь» и свободным доступом к еде и воде.

Опухолевая клеточная линия  
и ее культивирование
Культуру клеток рака молочной железы мышей 

4T1 (ATCC №CRL-2539) культивировали в полной 
питательной среде DMEM (Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium, «ПанЭко», Россия), содержащей 
4,5 г / л глюкозы, 10 % фетальной бычьей сыворотки 
(Capricorn Scientific, Германия, происхождение сы-
воротки  – Южная Америка), 1  % L-глутамина 
(«ПанЭко», Россия), 1 % пенициллин-стрептомици-
на («ПанЭко», Россия), во влажной атмосфере при 
температуре 37 ºС с 5 % СО

2
.

Конструирование эукариотической плазмиды
Для  экспрессии в  клетках эукариот последова-

тельности исходного белка TagRFP, а также его му-
танта TagRFP-L228A клонированы в вектор pcDNA3 
по  сайтам HindIII / XhoI путем получения методом 

Рис. 2. Модель третичной структуры белка TagRFP. Голубым цветом 
выделены эпитопы, внутри которых производилась мутация, фиоле-
товым  – аминокислотный остаток лейцина, который заменяли 
на  аланин в  мутанте TagRFP-L228A. Модель создана при  помощи 
ресурса PyMOL v.2.2.0

Fig. 2. Model of the tertiary structure of the TagRFP. Epitopes within which 
the mutation was performed are highlighted in blue, the leucine amino acid 
residue which was replaced by alanine in  the  TagRFP-L228A mutant, 
is highlighted in purple. The model was created using the PyMOL v.2.2.0 
software

MVSKGGELIKENMHMKLYMEGTVNNHHFKCTSEGEGKPYEGTQ 
TMRIKVVEGGPLPFAFDILATSFMYGSRTFINHTQGIPDFFKQSF 

PEGFTWERVTTYEDGGVLTATQDTSLQDGCLIYNVKIRGVNFPSNG 
PVMQKKTLGWEANTEMLYPADGGLEGRSDMALKLVGGGH 

LICNFKTTYRSKKPAKNLKMPGVYYVD 
HRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHK

Рис. 1. Первичная последовательность исходного красного флуорес-
центного белка TagRFP, использованного в работе. Голубым выделена 
последовательность, входящая в  предсказанные эпитопы, внутри 
которых производились замены при получении мутанта. Подчеркну-
то место введения мутации Leu->Ala

Fig. 1. Primary sequence of  TagRFP used in  the  work. The  sequence 
included in  the predicted epitopes, within which substitutions were made 
performed at obtaining the  mutant, is  highlighted in  blue. The  site 
of introduction of the Leu->Ala mutation is underlined
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полимеразной цепной реакции фрагментов  (в каче-
стве матрицы использованы исходные гены в векто-
ре прокариотической плазмиды pET22b) с прайме-
рами (табл. 1), рестрикции их  и  вектора (HindIII 
компании SibEnzyme, Россия, XhoI Thermo Fisher 
Scientific, США) и  последующего лигирования Т4 
ДНК-лигазой (Thermo Fisher Scientific, США). Ре-
стрикция и лигирование выполнены согласно прото
колам производителя. Отсутствие случайных и нали
чие целевых замен подтверждено секвенированием 
(«Евроген», Россия).

Таблица 1. Праймеры для составления конструкций для экспрессии 
TagRFP и TagRFP-L228A в эукариотических клетках

Table 1. Primers for constructing expression constructs for TagRFP and 
TagRFP-L228A in eukaryotic cells

Праймер 
Primer

Последовательность 
Sequence

TagRFP_fw_
HindIII_K

TTT AAG CTT GCC ACC ATG GTG 
TCT AAG GGC G

TagRFP_rev_
Xho

TTA TCT CGA GTT ATT TGT GCC 
CCA GTT

TRFP228_rev_
Xho

TTA TCT CGA GTT ATT TGT GCC 
CGG CTT

Плазмиды pcDNA3, содержащие гены, кодиру-
ющие экспрессию TagRFP-WT и  TagRFP-L228A, 
нарабатывали в клетках Escherichia coli DH5a, выде-
ляли и очищали с использованием набора Plasmid 
Miniprep 2.0 («Евроген», Россия) согласно инструк-
ции производителя, включая очистку плазмидной 
ДНК от эндотоксинов с использованием входящего 
в набор раствора.

Липосомальная трансфекция клеток 4T1
Клетки 4T1 высеивали в лунки 24‑луночных куль-

туральных планшетов в полной культуральной среде 
в количестве, достаточном для получения через 1 сут 
монослоя 70–80 % конфлуентности. Трансфекцию 
проводили с использованием реагента для липосо-
мальной трансфекции GenJect-39 (Molekta, Россия) 
согласно инструкции производителя, варьируя на-
грузку клеток по реагенту для липофекции, соотно-
шение плазмидной ДНК и реагента и время инкуба-
ции (3–18 ч). Затем среду меняли на свежую полную 
среду для культивирования.

Получение клонов клеток 4T1, экспрессирующих 
красный флуоресцентный белок TagRFP и его мутант
Спустя 1 сут после замены среды в нее добавляли 

селектирующий антибиотик генетицин (G-418) 
(NeoFroxx GmbH, Германия) сначала в концентрации 
200 мкг / мл среды, а затем постепенно эскалировали 

дозу до 1200 мкг / мл среды, повышая концентрацию 
на 200 мкг / мл каждые 3–4 дня. Полученную смесь флу-
оресцирующих клеток рассаживали методом предель-
ного разведения [21] в лунки 96‑луночного культураль-
ного планшета из расчета 1–2 клетки на лунку в полной 
ростовой среде, а затем вели мониторинг роста флуо-
ресцирующих одиночных клонов, пересаживая их 
в лунки планшетов большего размера. Затем клоны 
нарабатывали и культивировали в полной ростовой 
среде в течение нескольких пассажей, проводя монито
ринг стабильности флуоресценции целевых белков.

Инокуляция опухолевых клеток 4T1, 
экспрессирующих красный флуоресцентный 
белок TagRFP и его мутанты, мышам Balb / c
Клетки исходной клеточной линии 4T1, а также 

клонов 4T1, экспрессировавших исходный белок 
TagRFP-WT и его мутант TagRFP-L228A, наращива-
ли в культуральных флаконах площадью 75 см2 (SPL, 
Корея), затем трипсинизировали 0,25 % раствором 
Трипсин-ЭДТА («ПанЭко», Россия) с последующим 
центрифугированием и трехкратной отмывкой фос-
фатно-солевым стерильным буфером (PBS) Дульбек-
ко («ПанЭко», Россия), ресуспендировали в стериль-
ном физиологическом растворе («ПанЭко», Россия) 
исходя из  концентрации 1,5 млн клеток / 100 мкл 
и хранили на льду до инокуляции мышам (в течение 
не более получаса).

Инокуляцию опухолевых клеток проводили 
в правый бок самкам мышей линии Balb / c (возрастом 
10–12 нед) по 100 мкл клеточной суспензии на особь. 
Клетки каждой клеточной линии вводили группе  
из 3 мышей.

Подготовка планшетов для иммуноферментного 
анализа
В лунки планшета для ИФА («НИИмедполимер»,  

Россия) добавляли по 50 мкл очищенного нативного 
исходного белка TagRFP в концентрации 50 мкг / мл 
в 0,1 М карбонатном буфере, pH 8,7, инкубировали 
2 ч при температуре 37 ºС, а затем ночь при темпера-
туре 4 ºС. Далее отмывали лунки восьмикратно буфе-
ром PBST (PBS с  Твин-20): PBS, pH 7,4, 0,05  % 
Твин-20 («Диаэм», Россия). Затем в течение 2 ч инкуби
ровали планшет с 200 мкл / лунку раствором PBS-AT 
(PBST + 1 % BSA (Elabscience, КНР)), также восьми-
кратно отмывали.

Оценка гуморального иммунного ответа на красные 
флуоресцентные белки, экспрессируемые опухолями
Через 4 нед после инокуляции опухолей отбирали 

по 10 мкл крови из хвостовой вены мышей в 100 мкл 
физиологического раствора, отстаивали при комнатной 
температуре в течение 1 ч, затем в течение ночи при тем-
пературе 4 ºC. После этого образцы центрифугировали 
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при температуре 4 ºC, сыворотку отбирали и исполь-
зовали для оценки связывания с исходным белком 
TagRFP, адсорбированным в лунках планшетов для ИФА. 
Сыворотку разводили буфером PBSAT (PBS + 0,05 % 
Твин-20 + 1 % BSA) и раститровывали в 3 раза в лун-
ках ранее подготовленного 96‑луночного иммуноло-
гического планшета с  адсорбированным TagRFP 
(2 повтора на каждую сыворотку). После инкубации 
(1 ч при температуре 37 ºC) проводили восьмикратную 
отмывку буфером PBST (PBS + 0,05 % Твин-20). В ка-
честве вторичных антител использовали антитела ко-
зы к иммуноглобулинам класса G мыши, меченные 
пероксидазой хрена (Elabscience, КНР). В лунки до-
бавляли по  100 мкл раствора вторичных антител 
в PBSAT, инкубировали в течение 1 ч при температуре 
37 ºC, затем отмывали 8 раз буфером PBST. В каждую 
лунку добавляли по 100 мкл готового раствора, содер-
жащего субстрат пероксидазы TMB (3,3’,5,5’-тетраме-
тилбензидина) и пероксид водорода («НВО Иммуно-
тех», Россия). Через 15 мин добавляли стоп-раствор 
(1 М раствор серной кислоты) по 50 мкл на лунку, при 
этом растворы в лунках меняли цвет с синего на жел-
тый. Измеряли оптическую плотность растворов в лун-
ках на длине волны 450 нм, используя мультимодаль-
ный планшетный спектрофотометр CLARIOstar Plus 
(BMG LABTECH, Германия).

Результаты и обсуждение
Свойства клонов клеток, экспрессирующих 
исходный белок TagRFP и его мутанты
После трансфекции опухолевых клеток 4T1 плаз-

мидами, кодирующими экспрессию флуоресцентно-
го белка TagRFP-WT и его мутанта TagRFP-L228A, 
не обнаружено существенных отличий в эффектив-

ности, которая составляла приблизительно 10–15 %. 
Не отмечено токсичности трансфекции для клеток, 
которая могла бы проявляться в существенной гибе-
ли клеток или изменении морфологии флуоресциру-
ющих клеток по сравнению с исходными.

Клоны имели сходную интенсивность флуорес-
ценции (рис. 3).

Для полученных клонов флуоресцирующих кле-
ток TagRFP-WT и TagRFP-L228A не наблюдали при-
знаков токсичности, вызванных экспрессией белков 
опухолевыми клетками 4T1, как  морфологически 
(отсутствие значимой доли флуоресцирующих клеток 
с измененной морфологией, а также погибших кле-
ток), так и по скорости роста клеток флуоресцирую-
щих клонов по сравнению друг с другом и с клетками 
исходной линии 4T1.

Получение опухолей 4T1, экспрессирующих 
исходный белок TagRFP и его мутант, и оценка 
гуморального ответа на экспрессируемые ими 
флуоресцентные белки
После перевивки опухоли развились у всех мы-

шей, использованных в эксперименте. При оценке 
методом ИФА сыворотки мышей с различными опу-
холями (4T1, 4T1‑TagRFP, 4T1‑TagRFP-L228A) 
на планшетах с адсорбированным белком TagRFP-WT 
показано, что все мыши с опухолями, экспрессиру-
ющими красный ФБ, развили гуморальный иммун-
ный ответ на исходный белок TagRFP (рис. 4).

Среднее значение разведения по группе мышей 
с соответствующими опухолями, при котором связы-
вание сыворотки составляло 1 / 2 от «насыщающего» 
значения, у мышей с опухолями, экспрессирующими 
мутантный белок TagRFP-L228A, уменьшилось более 

Рис. 3. Флуоресцентные микрофотографии клонов опухолевых клеток 4T1, экспрессирующих красные флуоресцентные белки. Флуоресцент-
ный инвертированный микроскоп Nikon TE2000‑U, ×40. Вычисленная с  использованием ПО  ImageJ (NIH, США) средняя интенсивность 
флуоресценции для клеток TagRFP-WT (а) составила 77,98 ± 20,38 усл. ед., а для клеток TagRFP-L228A (б) – 69,42 ± 17,93 усл. ед.

Fig. 3. Fluorescent microphotographs of 4T1 tumor cell clones expressing red fluorescent proteins. Nikon TE2000‑U fluorescence inverted microscope, ×40. 
The average fluorescence intensity calculated using ImageJ software (NIH, USA) for TagRFP-WT cells (а) – 77.98 ± 20.38 a. u., and for TagRFP-L228A 
cells (б) – 69.42 ± 17.93 a. u.

а б
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чем в 4 раза по сравнению с таковым у мышей с опу-
холями, экспрессирующими исходный белок TagRFP. 
Таким образом, одиночная замена L228A привела 
к существенному снижению гуморального иммунно-
го ответа на экспрессируемый мутантный белок по 
сравнению с исходным.

Полученные средние значения были аппрокси-
мированы с использованием программного обеспе-
чения Microcal Origin 6.0 (Microcal Software, Inc., 
США) сигмоидальными кривыми с  параметрами, 
указанными в табл. 2.

Заключение
Таким образом, получены клеточные линии на 

основе линии 4T1, экспрессирующие красный флу-
оресцентный белок TagRFP и его мутант c единствен-
ной аминокислотной заменой TagRFP-L228A, а так-
же мышиные опухолевые модели у  мышей Balb / c 
на основе этих линий. Показано, что единственная 
аминокислотная замена в  белке приводит к  суще-
ственному уменьшению связывания с исходным ФБ 
сывороток крови мышей с флуоресцирующими опу-
холями, экспрессирующими мутантный белок, 

Рис. 4. Кривые связывания с адсорбированным в ИФА-планшетах белком TagRFP-WT сывороток крови мышей после инокуляции опухолевых 
клеток 4T1 (черный), 4T1‑TagRFP-WT (красный) и 4T1‑TagRFP-L228A (зеленый). Приведены средние значения ± стандартные отклонения

Fig. 4. Binding curves of mice blood sera to the TagRFP-WT adsorbed in ELISA microplates after inoculation with 4T1 (black), 4T1‑TagRFP-WT (red) 
and 4T1‑TagRFP-L228A (green) tumor cells. Mean values ± standard deviations are shown
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Таблица 2. Параметры аппроксимации экспериментальных кривых

Table 2. Approximation parameters for experimental curves

Показатель 
Parameter

Клетки опухоли 
Tumor cells

4T1 4T1‑TagRFP-WT 4T1‑TagRFP-L228A

χ2 0,5944 0,1032 0,132

R2 0,9789 0,9995 0,999

A1 (начальная) 
A1 (initial) 

1,668 ± 1,67 3,052 ± 0,095 3,166 ± 0,376

A2 (конечная) 
A2 (filnal) 

0,07 ± 0,003 0,137 ± 0,078 0,053 ± 0,232

Разведение при Y50 
Dilution at Y50

 – 24000 ± 4510 5550,7 ± 2880
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по  сравнению с  теми мышами, флуоресцирующие 
опухоли которых экспрессировали исходный белок. 
В частности, значительно (более чем в 4 раза) умень-
шается разведение сыворотки мышей, при котором 
связывание сыворотки составляет 1 / 2 от «насыща-
ющего» значения. Таким образом, мутация L228A 
привела к  существенному падению гуморального 

иммунного ответа на экспрессируемый мутантный 
белок по сравнению с исходным. Полученные ре-
зультаты позволят использовать клеточные линии, 
экспрессирующие мутантный белок с пониженной 
иммуногенностью TagRFP-L228A, для  создания 
оптимизированных опухолевых моделей у  мышей 
Balb / c.
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Новое производное N-гликозида  
индоло[2,3‑а]карбазола ЛХС-1269, 
обладающее противоопухолевой активностью 
на перевиваемых опухолях мышей

М. П. Киселева, И. С. Голубева, Л. М. Борисова, Г. Б. Смирнова, Ю. А. Борисова, А. В. Ланцова,  
Д. В. Гусев, З. С. Шпрах

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 24

К о н т а к т ы :	 Марина Петровна Киселева marina-kiselyova@mail.ru

Введение. Исследование новых представителей N-гликозидов индоло[2,3‑а]карбазола, обладающих широким 
спектром биологической активности, остается актуальным направлением в  создании высокоэффективных 
противоопухолевых препаратов.
Цель исследования – оценка эффективности лиофилизированной лекарственной формы нового производного 
N-гликозид индолокарбазола 6‑пиколинамидо-12-(β-D-ксилопиранозил)индоло[2,3‑а]пирроло[3,4‑с]карба-
зол-5,7‑дион (ЛХС-1269‑лио) на перевиваемой аденокарциноме толстой кишки мышей (АКАТОЛ) и ксенограф-
тах рака ободочной кишки человека SW620.
Материалы и методы. В исследованиях на самках мышей Balb / c с перевитой подкожно АКАТОЛ использовали 
режим однократного внутривенного введения ЛХС-1269‑лио в дозах 80, 90, 100 и 120 мг / кг и ежедневного 
5‑кратного – в дозах 80 и 90 мг / кг. Изучение эффективности ЛХС-1269‑лио на SW620 проводили в дозах 60 
и 90 мг / кг при ежедневном 5‑кратном внутрибрюшинном введении мышам-самцам Balb / c nude с подкожно 
перевитыми ксенографтами SW620. Противоопухолевый эффект оценивали по торможению роста опухолей 
и увеличению продолжительности жизни животных, получавших ЛХС-1269‑лио, по сравнению с контрольными.
Результаты. При однократном воздействии доз 80, 90, 100 и 120 мг / кг на АКАТОЛ наблюдали дозозависимый 
достоверный противоопухолевый эффект ЛХС-1269‑лио по  отношению к  контрольной группе мышей. ЛХС-
1269‑лио при 5‑кратном внутривенном введении в дозах 80 и 90 мг / кг (суммарные дозы 400 и 450 мг / кг) до-
стоверно ингибировал рост АКАТОЛ на 89–88 и 86–84 % (p <0,05) в течение 30 сут наблюдения и увеличивал 
продолжительность жизни мышей Balb / c на  36 и  54 % соответственно. Результативность применения ЛХС-
1269‑лио в суммарной дозе 450 мг / кг на АКАТОЛ подтверждена активностью ЛХС-1269‑лио на ксенографтах 
SW620 у мышей Balb / c nude с торможением роста опухолей 72,9–71,0 % (p <0,05) в течение 8 сут наблюдения.
Заключение. Результаты оценки противоопухолевой активности ЛХС-1269 в лиофилизированной лекарствен-
ной форме на модели перевиваемой АКАТОЛ и на подкожных ксенографтах рака ободочной кишки человека 
SW620 позволяют продолжить доклинические исследования препарата.

Ключевые слова: производное индолокарбазола ЛХС-1269, перевиваемая опухоль мышей, подкожный ксено-
графт, торможение роста опухоли
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Background. The study of new representatives of indolo[2,3‑a]carbazole N-glycosides with a biological activity 
broad spectrum remains a relevant direction in the highly effective antitumor drugs creation.
Aim. To evaluate the efficacy of the lyophilized dosage form of a new derivative of indolocarbazole N-glycoside 
6‑picolinamido-12-(β-D-xylopyranosyl)indolo[2,3‑a]pyrrolo[3,4‑c]carbazole-5,7‑dione (LCS-1269‑lyo) on transplantable 
mice colon adenocarcinoma (CAC) and on SW620 human colon cancer xenografts.
Materials and methods. In  studies on female Balb / c mice with subcutaneously (s.c.) transplanted CAC, 
a single intravenous (i.v.) administration of LCS-1269‑lyo was used at doses of 80, 90, 100, 120 mg / kg and 
five-time administrataion daily at doses of 80 and 90 mg / kg. The LCS-1269‑lyo study on SW620 effectiveness 
was carried out at doses of 60 and 90 mg / kg with five-time daily intraperitoneal (i.p.) administration to male 
Balb / c nude mice with subcutaneously transplanted SW620 xenografts. The  antitumor effect was assessed 
by  tumor growth inhibition and an increase in  the  lifespan of  animals receiving LCS-1269‑lyo, compared 
to the controls.
Results. A dose-dependent reliable antitumor effect of LCS-1269‑lyo was observed on CAС after a single exposure 
at doses of 80, 90, 100 and 120 mg / kg compared to the control group of mice. LCS-1269‑lyo, when administered 
intravenously five times at doses of 80 and 90 mg / kg (total doses of 400 and 450 mg / kg), significantly inhibited 
CAC growth by 89–88 and 86–84 % (p <0,05) over 30 days of observation and increased the life span of Balb / c 
mice by 36 and 54 %, respectively. The LCS-1269‑lyo effectiveness in a total dose of 450 mg / kg on CAC has been 
confirmed by the activity of LCS-1269‑lyo on SW620 xenografts in Balb / c nude mice with tumor growth inhibition 
72,9–71,0 % (p <0,05) during 8 days of observation.
Conclusion. The results of the antitumor activity evaluation of LCS-1269 in a lyophilized dosage form on the model 
of CAC mice transplantable colon adenocarcinoma and on human colon cancer SW620 subcutaneous xenografts 
allow to continue preclinical studies of the drug.
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Введение
Индолокарбазолы представляют большую группу 

природных и синтетических соединений с различны-
ми видами биологической активности, в том числе 
противоопухолевой. Открытие ряда биологических 
свойств при  исследовании N-гликозидов индо-
ло[2,3‑а]пирроло[3,4‑с]карбазола стимулировало 
поиск и создание активных противоопухолевых аген-
тов среди их синтетических аналогов и низкомоле-
кулярных производных [1, 2].

К настоящему времени накоплена обширная ба-
за данных об антипролиферативной активности ин-
долокарбазолов различной химической структуры, 
позволяющая считать соединения этого класса пер-
спективными для изучения. В процессе исследования 
производных N-гликозидов индоло[2,3‑а]карбазола 
в качестве потенциальных противоопухолевых аген-
тов отмечается их способность при взаимодействии 
с несколькими внутриклеточными мишенями вызы-
вать разные пути гибели опухолевых клеток. Это по-
зволяет расширить диапазон их противоопухолевого 
действия и  влияет на  избирательность (специфич-
ность) воздействия, исключая или отодвигая возник-
новение устойчивости опухоли к проводимому лече-
нию [3].

Различные производные индоло[2,3‑а]карбазола 
изучены в клинических исследованиях за рубежом. 
Среди наиболее хорошо исследованных препаратов 
следует выделить стауроспорин и ряд его аналогов – 
мидостаурин [4], энзастаурин [5], сотрастаурин [6], 
лестауртиниб [7], а также аналоги ребеккамицина – 
эдотекарин [8] и бекатекарин [9]. При проведении 
исследований некоторые тестируемые препараты 
продемонстрировали широкий спектр показаний 
к применению и хорошую сочетаемость с известны-
ми лекарственными средствами (ЛС), но при наличии 
выраженной токсичности, прежде всего гематологи-
ческой. Так, 7‑гидроксипроизводное стауроспорина 
UCN-01 прошло II фазу клинических испытаний 
в лечении гемобластозов, солидных опухолей, мела-
номы и мелкоклеточного рака легких, но клиниче-
ские исследования UCN-01 были затруднены из‑за 
его высокого связывания с  белками плазмы крови 
человека. Однако дальнейшее исследование показа-
ло, что у пациенток с диагнозом рака молочной же-
лезы применение UCN-01 в низких дозах за опреде-
ленный промежуток времени до начала гормональной 
терапии позволяло увеличивать дозу цитотоксических 
препаратов и минимизировать при этом их токсич-
ность [10].
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Оценивая эффективность энзастаурина в комби-
нации с бевацизумабом при рецидивах злокачествен-
ных глиом, отмечали хорошую переносимость и вы-
живаемость пациентов, несмотря на  токсичность, 
которая проявлялась лимфопенией, гипофосфате-
мией и тромбообразованием [11].

Водорастворимый бекатекарин по  результатам 
клинических исследований обладал управляемой 
токсичностью и умеренной эффективностью при ле-
чении мелкоклеточного рака легкого, однако не имел 
значительных преимуществ по сравнению с  суще-
ствующими препаратами [9].

В современной клинической практике применя-
ется только мидостаурин для лечения миелоидного 
лейкоза с активирующей мутацией тирозинкиназы 
FLT3, а также для лечения мастоцитоза, связанного 
с  наличием мутантных форм тирозинкиназы KIT 
(CD117) [4].

Несмотря на то что эффективность тестируемых 
препаратов оказалась сопоставимой с таковой при-
меняемых в клинике химиотерапевтических препа-
ратов, изыскание новых представителей N-глико
зидов индоло[2,3‑а]карбазола и  использование их 
в качестве противоопухолевых средств с улучшенны-
ми свойствами позволит увеличить потенциал их кли-
нического применения. В этом направлении продол-
жают публиковаться научные сообщения об открытии 
новых природных и  синтетических производных 
N-гликозидов индоло[2,3‑а]карбазола, изучение ко-
торых поможет расширить спектр их известных био-
логических свойств.

В  лаборатории химического синтеза НМИЦ 
онкологии им. Н. Н.  Блохина проводятся работы 
по  синтезу N-гликозидов индоло[2,3‑а]пирро-
ло[3,4‑с]карбазолов. В стадии разработки находит-
ся производное индолокарбазола 6‑пиколинамидо-
12-(β-D-ксилопиранозил)индоло[2,3‑а]пир- 
роло[3,4‑с]карбазол-5,7‑дион (ЛХС-1269) [12]. 
В  лаборатории разработки лекарственных форм 
создана инъекционная лекарственная форма на ос-
нове ЛХС-1269 [13].

Исследованиями in  vitro установлено, что 
ЛХС-1269 эффективно влияет на васкулогенную ми-
микрию, подавляет механизм ангиогенеза, связанный 
с фактором роста эндотелия сосудов, приводит к сни-
жению васкуляризации и угнетению роста опухоли 
[14]. Кроме того, ЛХС-1269 вызывает изменение экс-
прессии генов, вовлеченных в  апоптоз, клеточное 
старение, регуляцию метаболизма в условиях гипок-
сии, ответ на повреждение ДНК и активацию репа-
рации [15].

На  культуре клеток HeLa обнаружено влияние 
ЛХС-1269 на метилирование ДНК, локализацию ги-
стона H1, ремоделирование хроматина и реактива-
цию эпигенетически молчащих генов [16].

Значимая цитотоксическая и противоопухолевая 
активность ЛХС-1269 показана на опухолевых кле-
точных линиях человека HCT-116, НТ-29, МСF-7, 
A549, U251 [15, 16] и моделях перевиваемых опухолей 
мышей: аденокарциноме толстой кишки (АКАТОЛ), 
аденокарциноме молочной железы (Са-755), раке 
шейки матки (РШМ-5), эпидермоидной карциноме 
легкого Льюис (LLC) [17].

В данной работе представлены результаты иссле-
дования нового производного N-гликозида индо-
ло[2,3-а]карбазола ЛХС-1269 – лиофилизата для 
приготовления раствора для инъекций (ЛХС-1269-лио) 
на перевиваемой АКАТОЛ и на ксенографтах рака 
ободочной кишки человека SW620.

Цель исследования – оценка эффективности лио
филизированной лекарственной формы нового про-
изводного ЛХС-1269‑лио на АКАТОЛ и ксенографтах 
рака ободочной кишки человека SW620.

Материалы и методы
Работу выполняли на половозрелых мышах сам-

ках линии Balb / c и самцах Balb / c nude массой тела 
20–22 г. Перед введением ЛС животных распределя-
ли по группам c численностью, достаточной для оцен-
ки и расчета показателей достоверности. Число жи-
вотных в контрольных группах составляло 10 мышей, 
в опытных группах – по 6–7 особей.

В  качестве опухолевой модели использовали 
АКАТОЛ, впервые возникшую в 1971 г. из подкож-
ного сингенного трансплантата толстой кишки эм-
бриона у мыши Balb / c [18]. Для эксперимента транс-
плантацию опухолевых клеток АКАТОЛ (5‑й пассаж) 
проводили подкожно в правую подмышечную впади-
ну каждой мыши по 0,5 мл опухолевой взвеси АКАТОЛ 
в среде 199 в разведении 1:10 (5 × 106 клеток). Введе-
ние ЛС начинали через 48 ч после инокуляции. На-
чало введения соответствовало времени интенсивного 
размножения опухолевых клеток, что обеспечивало 
их нахождение в наиболее чувствительном к химио-
терапии состоянии [19].

В экспериментах на иммунодефицитных мышах 
использовали штамм перевиваемого рака ободочной 
кишки человека SW620, растущий в виде подкожных 
ксенографтов [20]. Ампулу, содержащую 1,0 мл 20 % 
опухолевой взвеси, получали из  криобанка центра 
коллективного пользования «Биоресурсная коллек-
ция опухолевых образцов, клеточных линий и моно-
клональных антител» НМИЦ им. Н. Н.  Блохина, 
размораживали ex tempore в  термостате в  течение 
10 мин при температуре 37 ºC. В условиях ламинара 
опухолевую взвесь имплантировали под кожу бока 
2 мышам-самцам Balb / c nude по 0,5 мл на мышь (пер-
вый пассаж). После достижения объема 0,8–1,0 см3 
полученные узлы пассировали на четырех мышах-до-
норах для  получения 20  % трансплантационной 
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массы опухоли. Каждой мыши Balb / c nude под кожу 
бока трансплантировали по 0,2 мл 20 % взвеси в пи-
тательной среде 199, т. е. по 40 мг опухолевой ткани. 
Введение ЛС начинали через 48 ч после трансплан-
тации.

Исследуемое лекарственное средство
Лекарственная форма ЛХС-1269  – лиофилизат 

для приготовления раствора для  инъекций, 25  мг 
(ЛХС-1269‑лио). Для  получения раствора для  вну-
тривенного введения содержимое каждого флакона 
регидратировали, добавляя воду для  инъекций 
до концентрации 5 мг / мл [13].

В исследованиях на АКАТОЛ использовали ре-
жим однократного введения ЛХС-1269‑лио в дозах 
80, 90, 100, 120 мг / кг и ежедневного 5‑кратного вве-
дения в дозах 80 и 90 мг / кг в вену хвоста мышей.

Изучение эффективности ЛХС-1269‑лио на SW620 
проводили в  дозах 60 и  90  мг / кг при  ежедневном 
5‑кратном внутрибрюшинном введении мышам 
Balb / c nude.

Оценка противоопухолевого эффекта
Эффективность применения ЛХС-1269‑лио оце-

нивали по торможению роста опухоли (ТРО), которое 
вычисляли по формуле:

                      ТРО, % = (V
к
 – V

о
) / V

к
 × 100,                  (1)

где V
к
 и V

о
 – средний объем опухолей (мм3) в конт

рольной и опытной группах соответственно.
Для расчета ТРО троекратно измеряли линейные 

(a, b и c) размеры опухолей у мышей и на каждый срок 
вычисляли средний объем по формуле:

                      V
ср

 = 1 / 2π × a × b × c.                        (2)

Определение объема опухолей проводили после 
окончания введения ЛС и далее на каждые 4‑е сутки. 
Для мышей Balb / c nude определяли индекс прироста 
опухоли (ИПО) как соотношение величин средних 
объемов опухолей после трансплантации SW620 
и затем на каждые 4‑е сутки до окончания экспери-
мента.

Эффективность действия ЛС у мышей с АКАТОЛ 
также оценивали по увеличению продолжительности 
жизни (УПЖ) животных, получивших ЛС, по срав-
нению с контрольными, которое вычисляли по сле-
дующей формуле:

  УПЖ, % = (СПЖ
о
 – СПЖ

к
) / СПЖ

к
 × 100,      (3)

где СПЖ
о
 и  СПЖ

к
  – средняя продолжительность 

жизни (сут) в каждой опытной и контрольной группах 
животных соответственно.

На  АКАТОЛ эффективными считали дозы 
ЛХС-1269‑лио, вызывающие ТРО ≥70 % продолжи-
тельностью не менее 7 сут после окончания введения 
ЛС и УПЖ ≥25 % [19].

При  оценке противоопухолевой активности 
ЛХС-1269‑лио на  ксенографтах SW620 применяли 
минимальный критерий для эксперимента ТРО >50 %.

Оценка переносимости лекарственного средства
В период проведения эксперимента наблюдали 

за состоянием и поведением мышей. Побочное дей-
ствие ЛХС-1269‑лио оценивали по уменьшению массы 
тела (≥20 %) и срокам гибели животных, получавших 
ЛС, в сравнении с гибелью животных контрольной 
группы.

Статистическая оценка результатов
Статистический анализ проводили с использова-

нием компьютерных программ Statistica 6.0, Exсel 
2013 и Exсel для Windows 2007 путем расчета критерия 
Т-тест Фишера. Различия между сравниваемыми 
группами считали статистически значимыми при 
p <0,05.

Результаты и обсуждение
Исследование эффективности применения  
ЛХС-1269‑лио на АКАТОЛ
При однократном внутривенном воздействии доз 

80, 90, 100 и 120 мг / кг на АКАТОЛ наблюдали дозо-
зависимый статистически значимый противоопу
холевый эффект ЛХС-1269‑лио по сравнению с конт
рольной группой мышей (рис. 1). Применение 
однократной дозы ЛХС-1269‑лио 100 и  120  мг / кг 
приводило к гибели 17 % животных в этих группах 
на 4‑е сутки после окончания введения ЛС. Призна-
ки токсичности выражались в снижении двигатель-
ной активности, уменьшении массы тела животных 
на 30 % по сравнению с исходной, а также в значи-
тельном уменьшении (в 2–3 раза) массы селезенки 
при аутопсии по сравнению с массой селезенки у мы-
шей контрольной группы.

ЛХС-1269‑лио при  режиме 5‑кратного внутри-
венного введения в дозах 80 и 90 мг / кг (суммарные 
дозы 400 и 450 мг / кг) статистически значимо инги-
бировал рост АКАТОЛ на 89–88 и 86–84 % (p <0,05 
к  контролю) в  течение 30 сут наблюдения (рис. 1) 
и увеличивал продолжительность жизни мышей на 
36 и 54 % соответственно.

Исследование эффективности ЛХС-1269‑лио 
на подкожных ксенографтах рака ободочной 
кишки человека SW620
Результаты исследования ЛХС-1269‑лио на опу-

холи человека у мышей Balb / c nude показали, что под-
кожные ксенографты рака ободочной кишки SW620 
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контрольной группы (контроль роста опухоли + вода 
для  инъекций) имели устойчивую динамику роста 
(рис. 2). Опухолевые узлы увеличивались в течение 
8 сут после трансплантации от V

ср
 = 101,3 ± 24,0 мм3 

до V
ср

 = 533,0 ± 196,7 мм3 с ИПО = 5,3 (табл. 1).
Начиная с 1‑х суток после окончания внутрибрю-

шинного введения ЛХС-1269‑лио в  дозе 60  мг / кг 
(суммарная доза 300 мг / кг) и до 8‑х суток наблюдения 
у  мышей Balb / c nude отмечали статистически зна
чимый противоопухолевый эффект на  уровне 
ТРО  =  56,3–49,1 % (p  <0,05) по сравнению с кон-
трольной группой животных. В течение всего срока 
и после окончания введения ЛС переносимость бы-
ла удовлетворительной. Максимальная потеря массы 

тела составила 1,9 % (рис. 3). Гибели мышей от ток-
сичности не отмечали.

В группе мышей, получавших внутрибрюшинно 
ЛХС-1269‑лио в  дозе 90  мг / кг (суммарная доза 
450 мг / кг), отмечали статистически значимый проти-
воопухолевый эффект на уровне ТРО = 72,9–71,0 % 
(p <0,05 по сравнению с контролем). На 4‑е сутки после 
окончания введения ЛС наблюдали max ТРО = 76,4 %. 
Переносимость ЛХС-1269‑лио была удовлетвори-
тельной. Максимальная потеря массы тела – 5,5 % 
(см. рис. 3). Гибели от токсичности не наблюдали.

Полученные результаты демонстрируют высокую 
активность изученных доз ЛХС-1269‑лио при прямой 
зависимости противоопухолевого эффекта от вели-
чины суммарной дозы (см. табл. 1, рис. 2).

Таким образом, результативность применения 
ЛХС-1269‑лио в суммарной дозе 450 мг / кг на пере-
виваемой опухоли мышей АКАТОЛ подтверждена 
активностью ЛХС-1269‑лио в исследованиях на ксе-
нографтах рака ободочной кишки человека SW620.

Эффективность ЛХС-1269‑лио на SW620 сопо-
ставима с  результатами, полученными при  оценке 
антипролиферативной активности других предста-
вителей класса индолокарбазолов.

Так, экспериментальное исследование производного 
N-гликозид индоло[2,3‑а]карбазола ЛХС-1208, изучен-
ного в  диапазоне суммарных доз от  50 до  150  мг / кг 
на  ксенографтах рака ободочной кишки человека 
SW620 in vivo, показало его высокую эффективность 
в ингибировании роста опухоли на уровне крите-
рия «опухоль / контроль» (tumor / control – T / C, %): 
T / C  = 35–2  %, где T / C = 100  % в  контрольной 

Рис. 1. Изменение размеров опухоли АКАТОЛ мышей в разных режимах внутривенного применения ЛХС-1269‑лио

Fig. 1. Changes in tumor size of colon adenocarcinoma (CAC) mice in different intravenous regimens of LCS-1269‑lyo

Рис. 2. Динамика роста SW620 под действием ЛХС-1269‑лио

Fig. 2. Dynamics of SW620 growth under the action of LCS-1269‑lyo
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Таблица 1. Противоопухолевая активность ЛХС-1269‑лио при 5‑кратном внутрибрюшинном введении мышам с подкожно транспланти-
рованным раком ободочной кишки человека SW620

Table 1. Antitumor activity of LCS-1269‑lyo after five times intraperitoneal administration to mice with subcutaneously transplanted human colon 
cancer SW620

Показатель 
Indicator

Эффективность ЛХС-1269‑лио после окончания введения, сут 
Efficacy of LCS-1269‑lyo for the period after the end of application, day

1 сут 
1 days

4 сут 
4 days

8 сут 
8 days

КРО* 
TGC*

ЛХС-1269‑лио, мг / кг 
LCS-1269‑lyo, mg / kg КРО* 

TGC*

ЛХС-1269‑лио, мг / кг 
LCS-1269‑lyo, mg / kg КРО* 

TGC*

ЛХС-1269‑лио, мг / кг 
LCS-1269‑lyo, mg / kg

60 90 60 90 60 90

Средний объем опухоли, мм3 
Medium tumor volume, mm3 101,3 44,2 27,4 190,9 85,3 45,1 533,0 271,5 154,6

Стандартное отклонение 
Standard deviation

24,0 11,1 6,1 53,8 26,9 11,5 196,7 43,3 31,6

Торможение роста 
опухоли, % 
Tumor growth inhibition, %

 – 56,3 72,9  – 55,3 76,4  – 49,1 71,0

*КРО – контроль роста опухоли. 
*TGC – tumor growth control.

Рис. 3. Изменение массы тела мышей Balb / c nude до, во время и после окончания введения ЛХС-1269‑лио

Fig. 3. Changes in body weight of Balb / c nude mice before, during, and after the end of LСS-1269‑lyo administration
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группе, а максимальный критерий для эксперимен-
тов – T / C ≤42  % [21].

Из зарубежных представителей производных ин-
долокарбазола высокую противоопухолевую актив-
ность на  модели ксенографта рака толстой кишки 
человека HCT-116 in vivo проявил эдотекарин [22].

Аналог стауроспорина СЕР-7055 в монотерапии 
и в сочетании с темозоломидом, иринотеканом и ок-
салиплатином ингибировал рост опухолевых клеток 
на ортотопической модели рака толстой кишки HT-29 
у  мышей [23], что  подтверждает целесообразность 

применения производных индолокарбазола в клини-
ческих условиях для пациентов с аналогичной лока-
лизацией опухолевого процесса.

Заключение
Оценка противоопухолевой активности ЛХС-1269 

в лиофилизированной лекарственной форме на мо-
дели перевиваемой аденокарциномы толстой кишки 
мышей АКАТОЛ и  подкожных ксенографтах рака 
ободочной кишки человека SW620 позволяет продол-
жить доклинические исследования препарата.

Контроль  /  Control

ЛХС-1269‑лио 60 мг / кг × 5 /  
LCS-1269‑lyo 60 mg / kg × 5

ЛХС-1269‑лио 90 мг / кг × 5 / 
 LCS-1269‑lyo 90 mg / kg × 5
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Оптимизация процесса влажной грануляции 
методом поверхностного отклика 
при получении таблеток ГСБ-106

С. В. Тишков, Е. В. Блынская, К. В. Алексеев, В. Л. Дорофеев

ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических 
технологий»; Россия, 125315 Москва, ул. Балтийская, 8

К о н т а к т ы :	 Сергей Валерьевич Тишков tishkov_sv@academpharm.ru

Введение. Ключевым компонентом фармацевтической разработки являются оптимизация и  обоснование 
технологических процессов, поскольку влияние критических параметров процесса на критические параметры 
качества составляет одно из измерений проектного поля, в рамках которого создается лекарственный препарат. 
В данном исследовании показана взаимосвязь между условиями влажного гранулирования и характеристика-
ми таблеток ГСБ-106.
Цель исследования – изучить влияние критических параметров процесса влажного гранулирования на основ-
ные показатели таблеток ГСБ-106 при  разработке оптимального технологического режима, используя план 
Бокса–Бенкена.
Материалы и методы. Используемое оборудование: высокоскоростной смеситель-гранулятор GSL-12 (Etorch, 
Китай), гранулятор с функцией просеивания WG-30 (Pharmag, Германия), ручной гидравлический пресс ПРГ-50 
(Россия), анализаторы: прочности – TBF 1000 (Copley Scientific, Великобритания), распадаемости – SVM 221 
(ERWEKA, Германия), истираемости – PTF 3DR (Pharma Test, Германия). Математическое планирование экспери-
мента осуществляли с использованием метода поверхностного отклика с трехуровневым планом Бокса–Бенкена, 
применяли регрессионный и дисперсионный анализ, многокритериальную оптимизацию с помощью обобщен-
ной желательности по Дерринжеру–Суичу.
Результаты. Для разработки технологического процесса проведено 15 экспериментов во всем диапазоне ва-
рьирования факторов, таких как продолжительность перемешивания, скорость вращения лопастей, количество 
гранулирующего раствора. Изучали следующие фармацевтико-технологические характеристики: прочность 
таблеток на раздавливание и распадаемость при давлении прессования 5 и 10 кН / м2, а также истираемость. 
Исходя из полученных данных, разрабатывали уравнения регрессионного анализа для каждой изучаемой ха-
рактеристики, сравнивали полученные модели по коэффициентам детерминации, оценивали статистическую 
значимость членов уравнений и  оптимизировали уравнения регрессии путем избавления от  статистически 
незначимых членов уравнения. После построения математической модели с адекватной прогностической спо-
собностью проводили многокритериальную оптимизацию с помощью обобщенной желательности по Деррин-
жеру–Суичу.
Заключение. Многокритериальная оптимизация позволила определить наиболее оптимальное сочетание 
управляющих факторов в соответствии с приоритизацией желательности фармацевтико-технологических ха-
рактеристик. Выявленный оптимальный технологический режим заключается во введении 68,7 мл воды очи-
щенной во время гранулирования и перемешивания таблеточной смеси в течение 9,9 мин со скоростью враще-
ния лопастной мешалки 200 об / мин. Перечисленные параметры процесса обеспечивают наиболее оптимальные 
фармацевтико-технологические характеристики таблеток.

Ключевые слова: ГСБ-106, метод поверхностного отклика, трехуровневый план Б окса–Бенкена, прочность 
таблеток на раздавливание, распадаемость, истираемость
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Optimization of wet granulation by surface response method in obtaining GSB-106 tablets

Sergey V. Tishkov, Evgenia V. Blynskaya, Konstantin V. Alekseev, Vladimir L. Dorofeev

Federal Research Center for Innovator and Emerging Biomedical and Pharmaceutical Technologies; 8 Baltiyskaya St., 
Moscow 125315, Russia

C o n t a c t s :	 Sergey Valerievich Tishkov tishkov_sv@academpharm.ru

Background. A  key component of  pharmaceutical development is  the  optimization and justification 
of technological processes, since the influence of critical process parameters (KPP) on critical quality indicators 
(CPC) is one of the dimensions of the design field within which a medicinal product (LP) is created. This study 
shows the relationship between the conditions of wet granulation and the characteristics of GSB-106 tablets.
Aim. To study the effect of wet granulation PPC on the main parameters of GSB-106 tablets in the development 
of an optimal technological regime using the Box–Behnken plan.
Materials and methods. Equipment used: high-speed mixer granulator GSL-12 (Etorch, China), granulator with 
screening function WG-30 (Pharmag, Germany); manual hydraulic press PRG-50 (Russia); strength analyzer 
TBF 1000 (Copley Scientific, UK); disintegration analyzer SVM 221 (Erweka, Germany); PTF 3DR abrasion analyzer 
(Pharma Test, Germany). The mathematical planning of the experiment was carried out using the surface response 
method with a  three-level Box–Behnken plan, regression and variance analysis were applied, and multi-criteria 
optimization using generalized desirability by Derringer–Suich.
Results. To  develop the  technological process, 15 experiments were conducted in  the  entire range of  varying 
factors, such as the  duration of  mixing, the  speed of  rotation of  the  blades, and the  amount of  granulating 
solution. The  following pharmaceutical and technological characteristics were studied: crushing strength and 
disintegration of  tablets at a  pressing pressure of  5 kN / m2, 10 kN / m2, as well as abrasion resistance. Based 
on the data obtained, regression analysis equations were developed for each studied characteristic, the obtained 
models were compared by determination coefficients, the  statistical significance of  the  equation terms was 
evaluated, and regression equations were optimized by getting rid of statistically insignificant equation terms. 
After constructing a  mathematical model with adequate predictive ability, multi-criteria optimization was 
performed using generalized Derringer–Suich desirability.
Conclusion. Multi-criteria optimization allowed us to determine the most optimal combination of control factors 
in  accordance with the  prioritization of  the  desirability of  pharmaceutical and technological characteristics. 
The identified optimal technological regime consists in adding 68.69 ml of purified water and stirring the tablet 
mixture for 9.92 minutes at a speed of a paddle mixer for 200 rpm, which provide the most optimal pharmaceutical 
and technological characteristics of the tablets.

Keywords: GSB-106, surface response method, three-level Box–Behnken plan, tablet crushing strength, disintegration 
time, friability

For citation: Tishkov S. V., Blynskaya E. V., Alekseev K. V., Dorofeev V. L. Optimization of wet granulation by surface 
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Введение
Взаимосвязь и взаимозависимость факторов тех-

нологического процесса и фармацевтико-технологи-
ческих характеристик в концепции «качество путем 
разработки» (quality by design) выражается через вли-
яние критических параметров процесса (КПП) 
на критические параметры качества в рамках проект-
ного поля (design space) или, по‑другому, простран-
ства проектных параметров. В  качестве основного 
механизма исследования параметров качества и ус-
ловий технологического процесса, вспомогательных 
веществ, активных фармацевтических субстанций 
(АФС) и лекарственного препарата (ЛП) выступает 
фармацевтическая разработка, описанная в гармо-
низированном трехстороннем руководстве по каче-
ству ICH Q8, и взаимосвязанный с данной разработкой 

процесс управления рисками для качества (ICH Q9) 
[1, 2]. Одним из наиболее часто используемых фак-
тических прикладных инструментов фармацевти
ческой разработки с учетом управления рисками для 
качества выступает формальное планирование экс-
периментов (design of experiments), заключающееся 
в  применении математических методов и  моделей 
для облегчения выявления степени корреляции меж-
ду факторами и оптимизируемыми характеристиками 
[3, 4]. Методы математического планирования позво-
ляют сократить количество экспериментов и опреде-
лить наилучшее сочетание факторов, влияющих 
на лекарственную форму и фармацевтико-техноло-
гические свойства ЛП. Иногда воздействие КПП 
на  характеристики ЛП может осуществляться опо-
средованно, например условия проведения процесса 

mailto:tishkov_sv@academpharm.ru
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грануляции косвенно влияют не только на свойства 
таблеточной массы, но и на основные фармацевти-
ко-технологические характеристики таблеток [5, 6]. 
К  условиям технологического процесса влажного 
гранулирования, осуществляемого на высокоскорос-
тном смесителе-грануляторе, которые могут оказать 
влияние на  плотность, прочность, форму гранул, 
обычно относят тип, количество и размер лопастей 
смесителя, а также разделителя, конфигурацию сме-
сительной чаши, скорость вращения, продолжитель-
ность вращения, объем гранулирующей жидкости 
в сочетании с факторами состава, т. е. видом и коли-
чеством вспомогательных веществ [7, 8]. В частности, 
некоторые исследователи описывают влияние плот-
ности и прочности гранул на процесс прессования 
и  соответствующие механические характеристики 
таблеток [9–11]. Степень влияния параметров техно-
логического процесса влажного гранулирования 
определяется экспериментально с  использованием 
методов планирования экспериментов, среди кото-
рых следует выделить метод поверхностного отклика 
с трехуровневым планом Бокса–Бенкена, подходя-
щий для  анализа количественных характеристик. 
Данный метод позволяет построить теоретические 
регрессионные модели для  влияния переменных 
на фармацевтико-технологические характеристики, 
оценить воздействие отдельных факторов и их взаи-
модействий, а также по построенным регрессионным 
моделям провести оптимизацию характеристик 
на всем вариативном пространстве проектных пара-
метров с помощью метода обобщенной желательно-
сти по Дерринжеру–Суичу.

С использованием представленных методов ма-
тематического планирования разработан экспери-
ментальный план оптимизации КПП влажного гра-
нулирования и свойств таблеток с АФС, имеющей 
шифр ГСБ-106, обладающей антидепрессивной ак-
тивностью [12].

Цель данного исследования заключается в изуче-
нии влияния КПП влажного гранулирования на ос-
новные показатели таблеток ГСБ-106 при разработке 
оптимального технологического режима, используя 
план Бокса–Бенкена.

Материалы и методы
Материалы
АФС: ГСБ-106 (гексаметилендиамид бис-(N-мо-

носукцинил-L-серил-L-лизина)) (рис. 1) (ФИЦ ори-
гинальных и перспективных биомедицинских и фар-
мацевтических технологий, Россия) [13], лактозы 
моногидрат (Lactochem Fine Powder, DFE Pharma, 
Германия), микрокристаллическая целлюлоза 
(Microcel МС 101, Blanver Farmoquimica Ltd., Брази-
лия), сополимер поливинилового спирта и полиэти-
ленгликоля (Kollicoat IR, BASF, Германия), вода 

очищенная (ФС.2.2.0020.15, Государственная фарма-
копея Российской Федерации XV пересмотра), маг-
ния стеарат (Ligamed MF-2‑V, USP-NF, BP, Ph. Eur., 
JP, Galmags, Германия).

Используемое оборудование и методики
При процессе приготовления гранул применяли 

высокоскоростной смеситель-гранулятор GSL-12 
(Etorch, Китай), лабораторный гранулятор с функ-
цией просеивания WG-30 (Pharmag, Германия), 
для получения таблеток использован ручной гидрав-
лический пресс ПРГ-50 (Россия). Определение по-
казателей проведено на следующих приборах и обо-
рудовании: насыпной плотности и плотности после 
уплотнения – на анализаторе насыпной плотности 
SVM 221 (ERWEKA, Германия), сыпучести – на те-
стере определения сыпучести GTB (ERWEKA, Гер-
мания), гранулометрического состава – на вибраци-
онном сите с размерами пор 1000, 500, 315, 200, 140, 
125 мкм, устойчивости таблеток к раздавливанию – 
на анализаторе прочности TBF 1000 (Copley Scientific, 
Великобритания), распадаемости – на анализаторе 
распадаемости SVM 221 (ERWEKA, Германия), исти-
раемости таблеток  – на  анализаторе истираемости 
PTF 3DR (Pharma test, Германия). Расчет коэффици-
ентов Карра и Хауснера производили в соответствии 
с Фармакопеей ЕАЭС 2.1.9.7.201090007–2019. Резуль-
таты представлены в виде среднего со стандартным 
отклонением (N = 5).

Метод получения таблеточной смеси и таблеток
Модельные составы получали, используя высо-

коскоростной смеситель-гранулятор и лабораторный 
гранулятор с функцией просеивания. Предваритель-
но в смесительный корпус отвешивали просеянные 
наполнители, связующие вспомогательные вещества 

Рис. 1. Структурная формула ГСБ-106

Fig. 1. Structural formula of GSB-106
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и приготовленную тритурацию 1:10 (АФС:лактоза). 
Перемешивали смесь сухих порошков в течение 2 мин 
при скорости вращения лопастей 200 об / мин. Увлаж-
нение проводили водой очищенной во время работы 
лопастей и разделителя, скорость вращения лопастей 
смесителя задавали в соответствии с разработанным 
планом эксперимента, скорость вращения раздели-
теля составляла 300 об / мин. Продолжительность 
грануляции также определялась планом эксперимен-
та. После проведения грануляции для дополнитель-
ного перераспределения влаги проводили смешива-
ние гранулята в течение 1 мин со скоростью работы 
лопастей 350 об / мин и  скоростью работы чоппера 
2880 об / мин, после чего отобранные образцы проби-
вали через сито с диаметром отверстий 1 мм в лабора-
торном грануляторе с функцией просеивания. Полу-
ченные гранулы высушивали при температуре 45 ºС, 
проводили калибровку высушенных гранул и опуд
ривание образцов. После опудривания таблеточную 
массу прессовали, используя усилие прессования 
5  и  10 кН с  помощью двояковыпуклых пуансонов 
диаметром 6 мм.

Математическое планирование эксперимента 
и статистический анализ
Для математического планирования эксперимента 

использовали метод поверхностного отклика с трех
уровневым планом Бокса–Бенкена, регрессионным 
и дисперсионным анализом, а также применяли функ-
цию обобщенной желательности Дерринжера–Суича 
[14]. Математическое планирование и статистическая 
оценка результатов выполнены с использованием па-
кета программного обеспечения Minitab 19 (Minitab Inc., 
США). Исследования проводили в рандомизирован-
ном порядке, для  уменьшения экспериментальной 
ошибки использовали средние значения выборки, 
состоящей из 5 измерений для каждого отклика.

Результаты и обсуждение
Оптимизацию технологического процесса влаж-

ной грануляции на высокоскоростном смесителе-гра-
нуляторе осуществляли, используя состав, разрабо-
танный в  ФИЦ оригинальных и  перспективных 
биомедицинских и  фармацевтических технологий 
на предыдущих этапах исследований (табл. 1) [15]. 
Таблеточную массу и  таблетки ГСБ-106 получали 
с  применением АФС и  вспомогательных веществ, 
описанных в разделе «Материалы и методы».

Оптимизацию технологического процесса влаж-
ного гранулирования реализовывали с помощью трех
уровневого плана Бокса–Бенкена, который высту-
пает как  разновидность метода поверхностного 
отклика и позволяет уменьшить количество экспе-
риментов с  варьированием факторов в  крайних 
и средних точках диапазона варьирования.

В настоящем исследовании изучали КПП, ока-
зывающие существенное влияние на  конечные 
свойства ЛП и отличающиеся простотой внесения 
изменений в процесс. Исследование влияния геоме-
трических особенностей лопастей мешалки и корпу-
са смесителя на процесс грануляции не проводили 
ввиду планируемого трансфера технологии и  соот-
ветствующего изменения конфигурации оборудова-
ния на производственной площадке.

В результате среди факторов, выступающих в ка-
честве основных КПП, выделили:

• фактор A – длительность процесса гранулирова-
ния (продолжительность перемешивания);

• фактор B – количество (объем) гранулирующей 
жидкости;

• фактор C – скорость вращения лопастей смеси-
теля.
Представленные факторы технологического про-

цесса выступали в качестве независимых переменных 
с крайними точками для фактора А от 2 до 10 мин, 
для фактора В  (объем жидкости) – 50–100 мл, для 
скорости вращения лопастей смесителя (фактор С) – 
200 и  500 об / мин. Фармацевтико-технологические 
свойства таблеток при математическом планировании 
рассматривали как зависимые переменные (отклики), 
изменяющиеся под действием представленных фак-
торов. Матрица эксперимента и уровни варьирова-
ния независимых переменных продемонстрированы 
в табл. 2.

Модельные образцы получали способом, описан-
ным в  разделе «Материалы и  методы», после чего 
таблетки, полученные при установленном давлении 

Таблица 1. Состав таблеток ГСБ-106, получаемых методом влажной 
грануляции

Table 1. Composition of GSB-106 tablets obtained by wet granulation

Наименование компонентов 
Name of components

Содержание 
в таблетке, г 

Content in tablet, g

ГСБ-106 
GSB-106

0,001

Микрокристаллическая целлюлоза 
Microcrystalline cellulose

0,033

Лактозы моногидрат 
Lactose monohydrate

0,060

Сополимер поливинилового спирта 
и полиэтиленгликоля 
Copolymer of polyvinyl alcohol  
and polyethylene glycol

0,005

Магния стеарат 
Magnesium stearate

0,001

Масса ядра таблетки 
Tablet core weight

0,100
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прессования, оценивали по таким фармацевтико-тех-
нологическим показателям, как прочность таблеток 
на  раздавливание, распадаемость и  истираемость 
(табл. 3). Вариации давления прессования использо-
вали для  оценки влияния параметров грануляции 
на характеристики таблеток, полученных при различ-
ном давлении прессования. В частности, выдвинута 
гипотеза о  нейтрализации влияния характеристик 
гранул на свойства таблеток при увеличении давления 
прессования. Прочность таблеток на  истираемость 
исследовали при усилии прессования 5 кН / м2 ввиду 
достаточности измерений при низком компрессион-
ном давлении.

На I этапе исследования, анализируя результаты 
фармацевтико-технологических характеристик та-
блеток (табл. 4), мы рассчитывали уравнения ре
грессии методом наименьших квадратов для каждой 
зависимой переменной. Степень адекватности полу-
ченных математических моделей экспериментальным 
данным выражали в виде коэффициентов детерми-
нации и скорректированных коэффициентов детер-

минации, предсказательную способность полученных 
моделей – с помощью прогностического коэффи-
циента детерминации. Обычный коэффициент де-
терминации показывает долю объясненной диспер-
сии в экспериментальной выборке для построенной 
математической модели, скорректированный коэф-
фициент детерминации использует поправку на 
количество членов в модели, а прогностический – 
обозначает то, насколько модель «переобучена», 
оценивает обобщающую способность и  позволяет 
выявить модель с наилучшей прогностической спо-
собностью.

Прогностические коэффициенты детерминации 
(см. табл. 4) при сравнении с другими показателями 
качества аналитических выражений зависимости 
в большинстве уравнений имеют существенные от-
личия, что говорит о «переобучении» данных моде-
лей. Для преодоления данных эффектов необходимо 
скорректировать уравнения до достижения наиболь-
шей прогностической способности, оценивая стати-
стическую значимость каждого члена уравнений. 

Таблица 2. Матрица эксперимента в соответствии с планами Бокса–Бенкена

Table 2. Experimental matrix according to Box–Behnken plans

№

Уровень* 
Level*

Значение уровня 
Level value

А В С продолжительность перемешивания, мин 
mixing duration, min

количество раствора, мл 
amount of solution, ml

скорость мешалки, об / мин 
stirrer speed, rpm

1 –1 –1 0 2 50 350

2 1 –1 0 10 50 350

3 –1 1 0 2 100 350

4 1 1 0 10 100 350

5 –1 0 –1 2 75 200

6 1 0 –1 10 75 200

7 –1 0 1 2 75 500

8 1 0 1 10 75 500

9 0 –1 –1 6 50 200

10 0 1 –1 6 100 200

11 0 –1 1 6 50 500

12 0 1 1 6 100 500

13 0 0 0 6 75 350

14 0 0 0 6 75 350

15 0 0 0 6 75 350

*Здесь и далее в табл. 4–6: А – продолжительность перемешивания, мин; B – количество раствора, мл; C – скорость 
мешалки, об / мин. 
*Here and below in Table 4–6: A – mixing duration, min; B – amount of solution, ml; C – stirrer speed, rpm.
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В  табл. 5 представлены коэффициенты Стьюдента 
и р-значения уравнений регрессий, которые свиде-
тельствуют о статистически значимом влиянии фак-
торов, их  взаимодействий и  квадратичных членов 
в  данной модели. Фактор инфляции дисперсии 
для всех математических моделей показывает значе-
ния, либо равные 1, либо находящиеся в интервале 
от 1 до 5 (для взаимодействий факторов), что указы-
вает на отсутствие мультиколлинеарности или на уме-
ренную корреляцию, которая считается допустимой, 
что говорит о приемлемости предикторов (факторов) 
по данному параметру.

При анализе коэффициентов Стьюдента и р-зна-
чений (см. табл. 5) выявлены факторы, оказывающие 
статистически значимое влияние на параметры оп-
тимизации в данной модели при уровне значимости 
α = 0,05, после чего оставляли значимые факторы 
в описании аналитического выражения зависимости 
и корректировали уравнения. Полученные оптими-
зированные уравнения регрессии с оценкой их соот-

Таблица 3. Фармацевтико-технологические характеристики таблеток, полученных с использованием модельных технологических режи-
мов, и условные обозначения

Table 3. Pharmaceutical and technological characteristics of tablets obtained using model technological regimes

№

Параметр 
Parameter

Y
1

Y
2

Y
3

Y
4

Y
5

1 38,49 ± 1,54 46 ± 0,73 68,4 ± 2,02 128,7 ± 2,05 99,7 ± 2,71

2 29,83 ± 1,23 42,41 ± 2,32 42 ± 2,29 94,6 ± 4,31 99,66 ± 3,26

3 55,78 ± 1,82 70,25 ± 2,89 171 ± 2,72 564 ± 22,56 99,97 ± 4,16

4 42,1 ± 0,67 54,86 ± 1,79 77 ± 2,27 177 ± 9,66 99,71 ± 4,55

5 57,06 ± 3,12 70,93 ± 3,23 189 ± 5,14 592 ± 24,63 99,97 ± 1,59

6 45,92 ± 1,79 55,02 ± 1,62 79,6 ± 3,28 176,1 ± 4,79 99,73 ± 3,88

7 47,43 ± 1,4 58,35 ± 1,72 90 ± 2,83 252,4 ± 9,82 99,85 ± 2,95

8 30,99 ± 0,97 45,75 ± 1,71 46,6 ± 1,74 98,7 ± 2,91 99,7 ± 4,55

9 49,69 ± 1,85 61,82 ± 1,94 98,6 ± 3,22 364,3 ± 9,91 99,86 ± 2,95

10 59,9 ± 1,55 76,52 ± 2,98 210,4 ± 8,42 637 ± 20,83 99,98 ± 2,72

11 26,17 ± 0,71 40,02 ± 1,83 23,2 ± 1,06 72,4 ± 2,14 99,57 ± 3,98

12 54,45 ± 2,48 69,33 ± 1,89 164 ± 6,82 525 ± 14,28 99,91 ± 4,12

13 53,08 ± 2,21 67,64 ± 2,71 125 ± 4,86 441,6 ± 18,19 99,8 ± 3,72

14 53,19 ± 2,57 68,21 ± 1,86 129 ± 5,88 464 ± 17,31 99,81 ± 5,45

15 54,08 ± 2,02 69,17 ± 2,88 135 ± 3,67 513 ± 23,39 99,81 ± 2,71

Примечание. Здесь и далее в табл. 4–7: Y
1
 (5), Y

2
 (10) – прочность, Н, при давлении, кН / м2; Y

3
 (5), Y

4 
(10) – распадае-

мость, c, при давлении, кН / м2; Y
5
 – истираемость, %. 

Note. Here and further in Tables 4–7: Y
1
 (5), Y

2
 (10) – strength at pressure, N, kN / m2; Y

3
 (5), Y

4
 (10) – disintegration, s, at pressure, N, kN / m2; 

Y
5
 – friability, %.

ветствия экспериментальным данным и прогности-
ческой способности показаны в табл. 6. Кроме того, 
необходимо выделить, что в представленных уравне-
ниях статистически значимое влияние оказывали все 
использованные в данном уравнении факторы, также 
для большинства характеристик квадрата фактора А, 
а другие члены уравнений показали статистическую 
значимость только для некоторых регрессий. Следу-
ет отметить тот факт, что оптимизированные уравне-
ния регрессии (см. табл. 6) при увеличении давления 
прессования отличаются количеством членов: так 
эффекты взаимодействий проявляются в  большей 
степени при увеличении давления прессования.

Прогностическая способность оптимизирован-
ных уравнений существенно увеличилась при незна-
чительном снижении описательной способности уже 
имеющихся данных, что позволяет с большей точно-
стью применить многокритериальную оптимизацию, 
для агрегирования разнородных данных с помощью 
обобщенной желательности по Дерринжеру–Суичу. 
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Данный метод позволяет установить весовые коэф-
фициенты, определяющие форму графика желатель-
ности и коэффициенты значимости (важность фак-
тора), отраженные в табл. 7.

Ранжирование показателей важности (см. табл. 7) 
во  время многокритериальной оптимизации про
водили по  10‑балльной шкале, где наибольшие 

оценки присваивали показателям распадаемости, 
вследствие критичности показанной характеристи-
ки для разработанного состава, на  втором месте 
по значимости находились прочностные характери-
стики. Большее предпочтение отдавали значениям, 
полученным при низком давлении прессования и со-
ответственно им присваивали более высокие баллы, 

Таблица 4. Регрессионные уравнения для фармацевтико-технологических характеристик таблеток ГСБ-106 и меры детерминации,  %

Table 4. Regression equations for pharmaceutical and technological characteristics of GSB-106 tablets and measures of determination,  %

Уравнение регрессии 
Regression equation

Коэффициент 
детерминации, R2 

Determination 
coefficient, R2

Скорректированный 
коэффициент 

детерминации, R2 
Adjusted of determination 

coefficient, R2

Прогнос-
тический R2 
Predicted R2

Y
1
, Н = 9,0 + 5,44 × A + 1,158 × B – 0,089 × C – 0,4405 × А

2
 – 

0,00776 × B
2
 – 0,000047 × C

2
 – 0,01254 × А × B – 0,00221 × 

А × C + 0,001205 × B × C
98,98 97,15 84,2

Y
2
, Н = 1,5 + 7,51 × А + 1,506 × B – 0,0881 × C – 0,6053 × А

2
 – 

0,00844 × B
2
 – 0,000051 × C

2
 – 0,0295 × А × B + + 0,00138 × 

А × C + 0,000973 × B × C
98,69 96,34 79,9

Y
3
, с = 9 + 18,1 × А + 4,37 × B – 0,616 × C – 1,963 × А

2
 – 

0,0139 × B
2
 + 0,000135 × C

2
 – 0,169 × А × B + 0,0275 × 

А × C + 0,00193 × B × C
95,86 88,40 76,77

Y
4
, с = –414 + 128,8 × А + 20,74 × B + 1,703 × C – 10,99 × 

А
2
 – 0,0895 × B

2
 – 0,00077 × C

2
 – 0,882 × А × B – 0,1092 × 

А × C – 0,01192 × B × C
98,16 94,84 32,84

Y
5
, % = 100,012 + 0,0306 × А + 0,00557 × B – 0,00293 × C – 

0,00201 × А
2
 – 0,000023 × B

2
 + 0,00000

2
 × C

2
 – 0,00055 × 

А × B + 0,000038 × А × C + 0,000015 × B × C
95,78 88,17 35,3

Таблица 5. T-критерий Стьюдента и р-значение для членов регрессионного уравнения

Table 5. Student’s t-test and the p-value for the terms of the regression equation

Предикторы 
Terms

T-критерий Стьюдента 
Student’s t-test

p

Y
1

Y
2

Y
3

Y
4

Y
5

Y
1

Y
2

Y
3

Y
4

Y
5

А –9,73 –7,42 –5,02 –7,53 –5,74 <0,000 0,001 0,004 0,001 0,002

B 13,27 12,6 7,18 9,44 6,49 <0,000 <0,000 0,001 <0,000 0,001

C –10,44 –7,94 –4,67 –6,24 –4,24 <0,000 0,001 0,005 0,002 0,008

А × А –7,47 –8,22 –3,14 –7,26 –1,45 0,001 <0,000 0,026 0,001 0,207

B × B –5,14 –4,48 –0,87 –2,31 –0,66 0,004 0,007 0,426 0,069 0,539

C × C –1,11 –0,97 0,3 –0,71 1,71 0,316 0,376 0,773 0,509 0,147

А × B –1,38 –2,61 –1,76 –3,79 –2,59 0,225 0,048 0,139 0,013 0,049

А × C –1,46 0,73 1,72 2,82 1,06 0,203 0,497 0,147 0,037 0,338

B × C 4,98 3,22 0,75 1,93 2,59 0,004 0,023 0,485 0,111 0,049
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Таблица 6. Оптимизированные регрессионные уравнения и меры детерминации, %

Table 6. Optimized regression equations and measures of determination, %

Уравнение регрессии 
Regression equation

Коэффициент 
детерминации, R2 

Determination 
coefficient, R2

Скорректированный 
коэффициент 

детерминации, R2 
Adjusted of determination 

coefficient, R2

Прогнос-
тический R2 
Predicted R2

Y
1
, Н = 25,3 + 3,666 × A + 1,063 × B – 0,1350 × C – 0,4355 × 

A
2
 – 0,00763 × B

2
 + 0,001205 × B × C 97,90 96,32 90,17

Y
2
, Н = 5,1 + 7,93 × A + 1,484 × B – 0,1154 × C – 0,5998 × A

2
 – 

0,00830 × B
2
 – 0,0295 × A × B + 0,000973 × B × C

98,30 96,61 88,08

Y
3
, c = 35,6 + 14,72 × A + 1,951 × B – 0,2115 × C – 1,938 × A

2
89,65 85,51 73,36

Y
4
, c = –161 + 124,9 × A + 11,51 × B – 1,340 × C – 10,66 × A

2
 – 

0,882 × A × B + 0,1092 × A × C
94,71 90,74 81,14

Y
5
, % = 99,619 + 0,0066 × A + 0,00720 × B – 0,000650 × C – 

0,000550 × A × B + 0,000038 × A × C
85,12 76,86 49,62

Таблица 7. Ранжирование по важности критических показателей качества лекарственного препарата и целевых значений фармацевти-
ко-технологических характеристик

Table 7. Ranking according to the importance of medicinal product critical quality attributes and target values of pharmaceutical and technological 
characteristics

Параметр
 оптимизации 

Optimization parameter

Цель 
Goal

Наименьшее 
значение 
Less value

Целевое 
значение 

Target value

Наибольшее 
значение 

Highest value

Вес фактора 
Weight 

of factor

Важность фактора 
Importance 
of the factor

Y
1
,  N 

Y
1
,  N

Максимум 
Maximum

26,1660 59,8976 59,8976 0,9 8

Y
2
, Н  

Y
2
, N

Максимум 
Maximum

40,0232 76,5184 76,5184 0,9 9

Y
3
, с 

Y
3
, s

Минимум 
Minimum

23,2000 23,2000 210,400 1 10

Y
4
, с 

Y
4
, s

Минимум 
Minimum

72,4000 72,4000 637,000 1 9

Y
5
, % Минимум 

Minimum
99,5700 99,5700 99,980 0,5 5

наименьшие балльные оценки получила характери-
стика истираемости, вследствие нахождения всех 
полученных показателей в удовлетворительной об-
ласти и более низкой прогностической способности 
для нее. По такому же принципу были расставлены 
весовые характеристики, где показатели ниже 1 обо-
значали уменьшение жесткости требований к фарма-
цевтико-технологическим показателям. В соответствии 
с данными коэффициентами были рассчитаны и по-
строены графики частных желательностей (рис. 2) по 
каждому оптимизируемому параметру и обобщенная 

желательность, выраженная через среднее геометри-
ческое частных желательностей с  учетом весовых 
характеристик.

На рис. 2 показаны рассчитанные значения, част-
ные и  обобщенная желательности, определенные 
как наиболее оптимальные исходя из приоритетов, 
установленных во время исследования. В результате 
многокритериальной оптимизации выявлен наиболее 
подходящий режим влажного гранулирования, который 
включает добавление 68,69 мл увлажняющего раствора 
и перемешивание в течение 9,92 мин, т. е. 9 мин 54 с 
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Рис. 2. Графики частных и обобщенной желательностей оптимизируемых параметров

Fig. 2. Graphs of individual and overall desirability of optimized parameters
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со скоростью вращения лопастной мешалки 200 об / мин, 
которые обеспечивают наиболее оптимальные фар-
мацевтико-технологические характеристики табле-
ток. Однако данные характеристики для  удобства 
технологического процесса можно округлить.

Заключение
Метод поверхностного отклика, выражающийся 

в применении плана Бокса–Бенкена, позволил по-
строить математическую модель регрессии через 
квадратичные уравнения, которые были оптими-
зированы посредством анализа дисперсий экспе-
риментальных данных и сравнения их с получен-
ными моделями с помощью t-критерия Стьюдента. 

Оптимизация регрессионных уравнений, заключа-
ющаяся в удалении из моделей членов с низкой ста-
тистической значимостью, позволила повысить их 
прогностическую ценность, избавиться от  часто 
встречающейся проблемы «переобучения» и исполь-
зовать аналитические выражения зависимости 
для многокритериальной оптимизации. Для агреги-
рования данных в единый безразмерный показатель 
использовали многокритериальную оптимизацию 
с  помощью функции обобщенной желательности 
Дерринжера–Суича. Возможность «гибкого» изме-
нения коэффициентов веса и значимости обеспечи-
ли более эффективный учет вариабельности пара-
метров и критериев качества регрессии.
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Анемический синдром у больных раком  
прямой кишки

В. Н. Блиндарь, И. А. Климанов

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 24

К о н т а к т ы :	 Валентина Николаевна Блиндарь bld51@list.ru

Введение. Известно, что у онкологических больных при диагностике заболевания часто выявляется анемиче-
ский синдром (АС). Последний наряду с размером опухоли и стадией заболевания рассматривают как незави-
симый фактор прогноза, влияющий на выживаемость.
Цель исследования – анализ гематологических параметров периферической крови и показателей ферроки-
нетики для уточнения роли гепсидина-25 (ГП-25), интерлейкина 6 (ИЛ-6) в ранней и дифференциальной диа-
гностике вариантов АС у больных раком прямой кишки (РПК).
Материалы и методы. Исследование проведено у 32 больных РПК до лечения. Гематологические параметры 
периферической крови исследовали на анализаторе Sysmex XE-2100 (Япония). Концентрации ферритина, ГП-25, 
ИЛ-6, эритропоэтина определяли в плазме крови с помощью иммуноферментного метода.
Результаты. Почти у 1 / 2 (47 %) больных РПК выявлен АС в 2 вариантах: железодефицитная анемия и функци-
ональный дефицит железа (ФДЖ). Для всех вариантов были характерны микроцитоз, гипохромия эритроцитов 
и ретикулоцитов, что свидетельствовало о железодефицитном эритропоэзе. Однако у больных с III–IV стадией 
заболевания и ФДЖ концентрация ферритина, ГП-25, ИЛ-6, количество фрагментоцитов эритроцитов оказалась 
статистически значимо выше, а уровни эритроцитов, гемоглобина, гематокрита ниже, чем у больных с железо-
дефицитной анемией. Это указывало на длительный процесс формирования АС или анемию хронического за-
болевания с  ФДЖ. Отклонения от  референсного значения уровня ГП-25 и  ферритина выявлены не  только 
у больных с АС, но и у отдельных больных без гематологических признаков анемии, что не исключало латентной 
стадии АС. Дефицит эритропоэтина относительно степени тяжести АС установлен во всех вариантах.
Заключение. Исследование было малочисленным, что не позволяет сделать однозначный вывод о роли ГП-25 
и ИЛ-6 в патогенезе варианта АС с ФДЖ у больных РПК и требует дальнейшего изучения.

Ключевые слова: анемический синдром, ферритин, гепсидин-25, интерлейкин 6, эритропоэтин

Для цитирования: Блиндарь В. Н., Климанов И. А. Анемический синдром у больных раком прямой кишки. Рос-
сийский биотерапевтический журнал 2025;24(3):63–9.
DOI: https://doi.org/10.17650/1726-9784-2025-24-3-63-69

Anemic syndrome in patients with rectal cancer

Valentina N. Blindar, Igor A. Klimanov

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115522, Russia

C o n t a c t s :	 Valentina Nikolaevna Blindar bld51@list.ru

Background. It is known that anemic syndrome (AS) is often detected in cancer patients during disease diagnosis. 
AS, along with tumor size and disease stage, is considered as an independent prognostic factor affecting survival.
Aim. To analyze hematological parameters of peripheral blood and ferrokinetic parameters to clarify the role of hepcidin 
(GP-25), interleukin 6 (IL-6) in early and differential diagnostics of AS variants in patients with rectal cancer (RC).
Materials and methods. The study was conducted in 32 patients with RC before treatment. Hematological parameters 
of  peripheral blood were studied on a  Sysmex XE-2100 analyzer (Japan). Determination of  the  concentration 
of ferritin, GP-25, IL-6, erythropoietin was performed in blood plasma using ELISA.
Results. Almost half (47 %) of the patients with RC had AS in two variants: iron deficiency anemia and functional 
iron deficiency (FID). All variants were characterized by microcytosis, hypochromia of erythrocytes and reticulocytes, 
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which indicated iron deficiency erythropoiesis. However, in patients with stages III–IV of the disease and with 
FID, the  concentration of  ferritin, GP-25, IL-6, the  number of  erythrocyte fragmentocytes was statistically 
significantly higher, and the levels of erythrocytes, hemoglobin, hematocrit were lower than in patients with iron 
deficiency anemia. This indicated a  long-term process of  AS formation or anemia of  chronic disease with FID. 
Deviations from the reference value of GP-25 and ferritin levels were detected not only in patients with AS, but 
also in individual patients without hematological signs of anemia, which did not exclude the latent stage of AS. 
Erythropoietin deficiency relative to the severity of AS was established in all variants.
Conclusion. The  study was small in number, which does not allow us to draw an unambiguous conclusion about 
the role of GP-25 and IL-6 in the pathogenesis of the AS variant with FJ in patients with RC and requires further study.
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Введение
Известно, что колоректальный рак в настоящее 

время занимает 3‑е место по заболеваемости и 2‑е ме-
сто по смертности от рака в мире. За последнее деся-
тилетие наметилась тенденция к изменению струк-
туры онкологических заболеваний [1, 2]. На фоне 
стабилизации, снижения заболеваемости раком же-
лудка отмечается заметный рост случаев колоректаль-
ного рака, в  частности рака прямой кишки (РПК) 
[1–4]. Необходимо подчеркнуть, что у большинства 
больных РПК еще до начала лечения нередко выяв-
ляются изменения в системе кроветворения, а имен-
но развивается анемический синдром (АС). В отличие 
от большинства неспецифических симптомов анемия 
является лабораторным показателем, который легко 
измерить и сравнить у пациентов по всему миру. Вы-
сокая распространенность анемии среди онкологи-
ческих больных – чрезвычайно актуальная проблема 
медицины, причем АС часто служит предиктором 
скрининга ранней диагностики рака [5]. Наряду с раз-
мером опухоли и стадией заболевания АС рассматри-
вают как независимый фактор прогноза, влияющий 
на  выживаемость [5]. Доказано, что  нормализация 
уровня гемоглобина (HGB) приводит к увеличению 
как  общей выживаемости, так и  выживаемости 
без прогрессирования заболевания [4, 5].

Цель исследования  – анализ гематологических 
параметров периферической крови и  показателей 
феррокинетики для  уточнения роли ГП-25, ИЛ-6 
в ранней и дифференциальной диагностике вариан-
тов АС у больных РПК.

Материалы и методы
Исследование выполнено у  32 больных РПК 

с  морфологически подтвержденным диагнозом до 
операции при случайной выборке, которые поступи-
ли на лечение в НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина. 
Из них 15 мужчин и 17 женщин в возрасте от 31 до 
78 лет (63,5 ± 1,7 года). Так, стадия II выявлена у 4 па-
циентов, IIIA – у 9, IIIB и IIIC – у 11, IV – у 8 боль-
ных. Контрольная группа состояла из 34 сотрудников 

центра соответствующего возраста и пола, без онко-
патологии и АС.

Исследование образцов периферической крови 
проводили методом проточной цитофлуориметрии 
на  автоматическом гематологическом анализаторе 
Sysmex XE-2100 (Sysmex, Япония). Из показателей 
красной крови, помимо числа эритроцитов (RBC) 
и содержания в них HGB, оценивали следующие рас-
четные показатели: средний объем эритроцита (MCV), 
среднее содержание HGB в эритроците (MCH) и ре-
тикулоците (REТ-HE), гематокрит (HCT), коэффи-
циент вариации ширины распределения эритроцитов 
по объему (RDW-CV), количество эритроцитов с низ-
ким объемом (MICRO) и гипохромией (HYPO), ко-
личество фрагментоцитов эритроцитов (FRG). Ме-
тодом твердофазного иммуноферментного анализа 
определяли содержание ферритина (ФР), интерлей-
кина 6 (ИЛ-6) в плазме крови с использованием ре-
агентов «Вектор-Бест» (Россия), уровня эндогенного 
эритропоэтина (ЭПО) (Biomerica, США), гепсиди-
на-25 (ГП-25) (Cloud-Clone Corp., США). Результаты 
оценивали на спектрофотометре Multiskan Spectrum 
(Финляндия). Подсчет лейкоцитарной формулы  
и  детальный анализ морфологии эритроцитов осу-
ществляли с помощью микроскопа Leica (Германия). 
Статистическую обработку полученных данных 
(определение среднего значения, среднего квадрати-
ческого отклонения или стандартной ошибки, ста-
тистической значимости результатов, границы дове-
рительных интервалов в  диаграммах) проводили 
с  использованием программных пакетов MS Excel 
Biostat (Microsoft, США). Для оценки достоверности 
результатов применяли t-критерий Стьюдента, при 
непараметрическом распределении – критерий Уил
коксона–Манна–Уитни. Критический уровень зна-
чимости при проверке статистических гипотез при-
нимали менее или равным 0,05.

Результаты
Критериями диагностики АС считали: у мужчин – 

уровень HGB <130 г / л, гематокрит (HCT) <39 %; 
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у  женщин  – уровень HGB <120 г / л, HCT <36 %. 
На основании гематологических показателей крови 
больные РПК были разделены на 2 группы: 1‑я группа – 
без АС (n = 17; 53 %), 2‑я – с АС (n = 15; 47 %). У боль-
ных без АС концентрация большинства анализируемых 
показателей была в пределах референсных значений, 
за исключением уровней ФР и ГП-25 (рис. 1–4).

Концентрация ФР значительно варьировала в этой 
группе, диапазон значений колебался от относитель-
но низких до высоких показателей. Невысокая кон-
центрация ФР (<30 нг / мл) в  1‑й группе выявлена 
только у 1 больного, что может подтверждать истоще-
ние запасов железа и латентную стадию железодефи-
цитной анемии (ЖДА). Об этом свидетельствовали 
и низкие показатели ГП-25 (<100 пг / мл) у этого па-
циента. Следует отметить, что более чем у 1 / 2 (9 паци-
ентов, или 53 %) больных РПК без АС выявили высо-
кую концентрацию ФР (187–403 нг / мл), у остальных 
8 (47 %) пациентов показатели были в пределах нормы 

(44,2–109 нг / мл). Такая же ситуация прослеживалась 
при анализе данных по ГП-25, отмечены значитель-
ные колебания показателей (99–219 пг / мл). Однако 
в среднем по группе при непараметрическом анали-
зе результатов как для ФР (148 ± 18,1 нг / мл), так 
и для ГП-25 (166 ± 28,1 пг / мл) выявили статистически 
значимое повышение концентрации по сравнению 
с группой контроля (p <0,05). Уровень ЭПО у больных 
РПК без АС находился в пределах референсных зна-
чений (4,3–32,9 мЕ / мл), среднее значение составило 
26,6 ± 6,9 мЕ / мл (см. рис. 3).

Показатели концентрации HGB у  участников 
2‑й группы с АС колебались от 64 до 121 г / л и в сред-
нем по группе составили 104 ± 4,3 г / л. У всех паци-
ентов с РПК преобладала анемия I и II степени тя-
жести с микроцитозом (MCV <80 фл, MICRO >5 %) 
и гипохромией (MCH <28 пг, HYPO >5 %) эритро-
цитов и  ретикулоцитов (RET-HE <28 пг) с  отно
сительно сохраненным количеством RBC и низким 

Рис. 1. Показатели уровня эритроцитов (RBC), гемоглобина (HGB) и гематокрита (HCT) у больных раком прямой кишки с разными вари-
антами анемического синдрома (АС)

Fig. 1. Indicators of the level of red blood cells (RBC), hemoglobin (HGB) and hematocrit (HCT) in patients with rectal cancer with different types of anemic 
syndrome (AS)

Рис. 2. Показатели среднего содержания гемоглобина в эритроцитах (MCH) и ретикулоцитах (REТ-HE), коэффициента вариации ширины 
распределения эритроцитов по объему (RDW-CV), числа гипохромных (HYPO) и микроцитарных форм (MICRO) эритроцитов у больных 
раком прямой кишки с разными вариантами анемического синдрома (АС)

Fig. 2. Indicators of the mean corpuscular hemoglobin in erythrocytes (MCH) and reticulocytes (REТ-HE), the red cell distribution width сoefficient 
of variation (RDW-CV), the number of red blood cells with hypochromia (HYPO) and microcytic (MICRO) forms of erythrocytes in patients with rectal 
cancer with different variants of anemic syndrome (AS)
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HCT (<36 %), показатель RDW-CV был выше нормы 
(>15 %). Более чем у 1 / 2 больных с АС (8 пациентов, 
или  53,3 %) диагностировали классическую ЖДА. 
При  микроскопии окрашенного препарата крови 
обнаружена значительная популяция микроцитарных 
и гипохромных эритроцитов, выявлены единичные 
пойкилоциты (рис. 5). Отмечено снижение и концен-
трации ФР, ГП-25 (см. рис. 3), что свидетельствовало 
о дефиците железа. Концентрация ИЛ-6 у больных 

с  ЖДА не  превышала показатели контроля и  па
циентов без АС (см. рис. 3). ЖДА встречалась только 
у больных со II и IIIА стадиями заболевания РПК.

У 7 (46,7 %) больных c АС выявили функциональ-
ный дефицит железа (ФДЖ), который, в  отличие 
от ЖДА, характеризовался высокой концентрацией ФР, 
ГП-25, ИЛ-6 и  более низкими значениями RBC, 
HGB, HCT (p <0,001) (см. рис. 1, 3). Качественные 
характеристики RBC: MCH, RDW-CV, HYPO, MICRO, 

Рис. 4. Показатели концентрации фрагментоцитов эритроцитов (%) у больных раком прямой кишки в зависимости от варианта анеми-
ческого синдрома (АС)

Fig. 4. Indicators of the concentration of erythrocyte fragmentocytes (%) in patients with rectal cancer, depending on the type of anemic syndrome (AS)
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Рис. 3. Показатели концентрации ферритина (ФР), гепсидина-25 (ГП-25), интерлейкина-6 (ИЛ-6) и эритропоэтина (ЭПО) в плазме крови 
у больных раком прямой кишки с разными вариантами анемического синдрома (АС)

Fig. 3. Concentrations of ferritin (FR), hepcidin-25 (HP-25), interleukin-6 (IL-6) and erythropoietin (EPO) in blood plasma in patients with rectal cancer 
with different types of anemic syndrome (AS)
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RET-HE – у больных с ЖДА и ФДЖ были значитель-
но ниже (p <0,01), чем  в  контроле и  у  пациентов 
без АС (см. рис. 2). У больных с ЖДА и ФДЖ выяв-
лена значительная концентрация FRG (p <0,01) 
по сравнению не только с показателями контрольной 
группы, но и с таковыми у больных без диагностиро-
ванного АС (см. рис. 4). При этом у больных с ФДЖ 
этот показатель был статистически значимо выше, 
чем у больных с ЖДА (p <0,01).

Анализ полученных данных выявил адекватный 
уровень ЭПО только у 1 больного РПК с ЖДА. У осталь-
ных пациентов (n = 16) как с ЖДА, так и с ФДЖ уровень 
ЭПО был относительно низким (см. рис. 3).

Обсуждение
У онкологических больных АС – частое ослож-

нение. Раннее выявление и  лечение АС признано 
важной составляющей онкологической терапии. АС 
также статистически значимо связан со снижением 
эффективности химиотерапии и  лучевой терапии 
с  последующим негативным влиянием на  прогноз 
больных [6–8]. Известно, что АС, сопровождающий 
хронические воспалительные процессы, в том числе 
и у онкологических больных, относится к так назы-
ваемой анемии хронических заболеваний (АХЗ). Со-
гласно современным представлениям патогенез АХЗ 
мультифакторный, и в его основе лежит иммуноопо-
средованный механизм. Полагают, что важным фак-
тором иммунопатогенеза АХЗ является дисрегуляция 
нормального цитокинового баланса с  увеличением 
продукции провоспалительных цитокинов, в частно-
сти ИЛ-6. Экспериментально доказано, что гиперпро-
дукция ИЛ-6 может стимулировать синтез в печени 
основного универсального регулятора метаболизма 
железа белка ГП-25. Повышенный уровень ГП-25 
приводит к  недостаточному поступлению железа 
и ФДЖ из‑за интернализации ферропортина, наи-
более важного трансмембранного канала для экспор-
та железа из энтероцитов и макрофагов в кровоток. 
Эритропоэз при этом неадекватно обеспечивается 
железом [9–11].

В нашем исследовании АС с железодефицитным 
эритропоэзом диагностирован почти у 1 / 2 больных 
РПК в 2 вариантах: ЖДА и ФДЖ. На микроскопиче-
ской фотографии (см. рис. 5) представлена картина 
периферической крови больного РПК с АС, которую 
видит врач-морфолог под микроскопом в результате 
специальной окраски препарата крови. Это непол-
ноценные эритроциты маленького размера, с гипо-
хромией и  пойкилоцитозом. Иными словами, уже 
на этом этапе врач-морфолог может порекомендовать 
врачу-онкологу назначение более детальных анализов 
крови, в частности исследование параметров ферро-
кинетики и фетального HGB, сбор тщательного ана-
мнеза пациента. Поскольку такая же картина крови 

может встречаться и при наследственной гемолити-
ческой анемии – талассемии. В нашем случае, как 
видно из диаграммы, наиболее низкие значения RBC, 
HGB, HCT (p <0,001) отмечали у  больных с  ФДЖ 
по сравнению с аналогичными показателями больных 
с ЖДА (см. рис. 1, 2). Значительные различия отме-
чены при  анализе показателей ФР, ГП-25 и  ИЛ-6. 
Концентрация этих показателей у больных с ФДЖ 
превышала соответствующие параметры как в груп-
пе контроля, так и у больных с ЖДА (p <0,001). От-
мечен интересный факт, что  у  пациентов с  ФДЖ 
статистически значимо увеличено количество фраг-
ментоцитов RBC (разрушенных эритроцитов) не 
только по сравнению с контролем, больными с ЖДА, 
но и с группой РПК, у которых не был диагностиро-
ван АС (p <0,001; см. рис. 4). Это может свидетель-
ствовать о функциональной неполноценности RBC, 
снижении их резистентности, что, в свою очередь, 
может способствовать их  разрушению, снижению 
срока жизни и  усугублению АС у  больных РПК 
с ФДЖ. Следует отметить, что ФДЖ встречался толь-
ко у больных с IIIВ, IIIС–IV стадиями заболевания, 
что свидетельствовало о длительном процессе фор-
мирования АС или о АХЗ. Причем нарушение мета-
болизма железа выявлено не только у больных с АС, 
но и в группе больных РПК с нормальными показа-
телями гемограммы, что  может свидетельствовать 
о латентном дефиците железа. Это проявлялось в сни-
жении запаса железа (ФР) ниже пороговой величины 
у отдельных больных без АС. Данные литературы по-
казали, что абсолютный дефицит железа у онкологиче-
ских больных констатируется при уровне ФР <30 нг / мл 
[8]. Кроме того, у значительной части больных без АС 
выявлена гиперпродукция ГП-25, которая не сопро
вождалась высокой экспрессией ИЛ-6. Это может сви-
детельствовать о  том, что  причиной значительной 

Рис. 5. Картина периферической крови под микроскопом (×1000) 
у больного раком прямой кишки с железодефицитной анемией (ми-
кроцитоз, гипохромия, пойкилоцитоз)

Fig. 5. Microscopic picture (×1000) of peripheral blood in a patient with 
rectal cancer and iron deficiency anemia (microcytosis, hypochromia, 
poikilocytosis)



68 Оригинальные статьи | Original reports

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian journal of biotherapy 	 3'2025  том 24    vol. 24

концентрации ГП-25 в  этом случае, кроме ИЛ-6, 
могут быть другие источники. В недавних исследо-
ваниях продемонстрировано, что ГП-25, пептидный 
гормон, вырабатываемый главным образом гепато-
цитами, могут синтезировать опухолевые клетки [10, 
11]. В настоящее время появился большой интерес 
к  исследованию ГП-25 и  ИЛ-6 у  онкологических 
больных с АС, так как разрабатываются ряд агонистов 
и антагонистов ГП-25, некоторые из них находятся 
на стадии клинических исследований [9, 11, 12]. По-
явились моноклональные антитела против ИЛ-6 
(силтуксимаб) и рецептора ИЛ-6 (тоцилизумаб) в ка-
честве потенциальных средств иммунотерапии, в мо-
нотерапии и комбинации для лечения не только АС, 
но и рака [13].

У всех больных РПК с АС исследовали плазмен-
ный уровень ЭПО – гормона, который осуществляет 
контроль пролиферации и  дифференцировки кле-
ток-предшественников эритроидного ряда. Другой 
важной особенностью ЭПО является свойство пре-
дотвращать апоптоз на  поздних стадиях развития 
эритрокариоцитов путем торможения их фагоцитоза 
макрофагами. ЭПО вырабатывается почками в ответ 
на уменьшение тканевой оксигенации.

Определение концентрации ЭПО в крови при-
меняется как дополнительный тест для установления 
причин анемии и ее коррекции рекомбинантными 
ЭПО. Запасов ЭПО в организме не обнаружено, его 
референсный уровень в  плазме крови составляет 
4,3–32,9 мЕ / мл во всех возрастных группах. Норма 
условная, при развитии АС продукция ЭПО повы-
шается соответственно степени тяжести АС, т. е. име-
ется адекватная продукция ЭПО. Эмпирически 

доказано, что чем ниже уровень HGB, тем выше плаз-
менный уровень ЭПО. Такая ситуация может просле-
живаться у пациентов без онкопатологии с начальной 
стадией ЖДА и острой аутоиммунной гемолитической 
анемией. Для онкологических больных с АС характер-
на неадекватная продукция ЭПО [14, 15]. Как показало 
и наше исследование, только у отдельных больных РПК 
с ЖДА выявили адекватный его уровень, а у остальных 
больных с АС, в том числе и с ФДЖ, он оказался отно-
сительно низким (см. рис. 3).

Заключение
Таким образом, почти у 1 / 2 (47 %) обследован-

ных – больных РПК – до операции выявлен АС в ва-
риантах ЖДА и ФДЖ. Для всех вариантов были ха-
рактерны микроцитоз, гипохромия эритроцитов 
и ретикулоцитов, что свидетельствовало о железоде-
фицитном эритропоэзе. Однако у  больных с  IIIB, 
IIIC–IV стадиями заболевания и с ФДЖ концентра-
ция ФР, ГП-25, ИЛ-6, FRG оказалась статистически 
значимо выше, а  уровни RBC, HGB, HCT ниже, 
чем у больных с ЖДА, что указывало на длительный 
процесс формирования АС или АХЗ. Следует отме-
тить, что отклонения от референсного значения уров-
ня ГП-25 и ФР выявлены не только у больных с ФДЖ, 
но и у отдельных больных без гематологических при-
знаков анемии, что не исключало латентной стадии 
АС. Дефицит ЭПО относительно степени тяжести АС 
установлен во  всех вариантах. Исследование было 
малочисленным, что не позволяет сделать однознач-
ный вывод о роли ГП-25 и ИЛ-6 в патогенезе вари-
анта АС с ФДЖ у больных РПК и требует дальней-
шего изучения.
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Прогностическое значение экспрессии 
маркеров Е-кадгерина и TWIST в первичных 
опухолевых блоках пациентов с меланомой 
кожи ранних стадий и распространенным раком 
прямой кишки: влияние на прогноз заболевания 
и эффективность проводимого лечения
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Цель исследования – оценить прогностическую значимость экспрессии маркеров эпителиально-мезенхималь-
ного перехода TWIST и E-кадгерина в первичных опухолях у пациентов с меланомой кожи ранних стадий и рас-
пространенным раком прямой кишки, выявить связь экспрессии с клинико-морфологическими характеристи-
ками опухоли, риском прогрессирования и ответом на проводимое лечение.
Материалы и методы. Проведен ретроспективный анализ данных 2 когорт пациентов. Первая когорта вклю-
чала 101 пациента с меланомой кожи с распространенностью первичной опухоли pT1a–1b. Вторая когорта – 
75 пациентов с распространенным раком прямой кишки (T3–4N0–2M0), получивших неоадъювантную химио
лучевую терапию. Во всех случаях проводили иммуногистохимическую оценку экспрессии TWIST и E-кадгерина 
в первичных опухолях. Анализировали связь с прогрессированием заболевания, эффектом терапии и морфо-
логическими характеристиками.
Результаты. У пациентов с меланомой кожи снижение экспрессии E-кадгерина (<80 %) и повышение TWIST 
(>20 %) ассоциировалось с риском прогрессирования заболевания в течение 5 лет (p <0,01). При раке прямой 
кишки аналогичные профили экспрессии коррелировали с худшим эффектом от химиолучевой терапии (tumor 
regression grading: 3–4), низким уровнем патоморфоза, а также со снижением общей и безрецидивной выжи-
ваемости (p <0,05). TWIST и E-кадгерин демонстрируют независимую прогностическую значимость при обоих 
типах опухоли.
Заключение. Изменение экспрессии маркеров TWIST и E-кадгерина в первичных опухолях отражает активацию 
эпителиально-мезенхимального перехода, ассоциированного с агрессивным клиническим течением, сниженной 
чувствительностью к терапии и повышенным риском прогрессирования. Эти маркеры могут быть использованы 
для уточнения стратификации риска и индивидуализации лечебной тактики.
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Aim. To assess the prognostic value of TWIST and E-cadherin expression in primary tumor samples of patients with 
early-stage cutaneous melanoma and locally advanced rectal cancer. To  determine their association with 
clinicopathological features, risk of progression, and treatment response.
Materials and methods. A retrospective analysis of two patient cohorts was performed. The first cohort included 
101 patients with pT1a–1b cutaneous melanoma. The second cohort comprised 75 patients with locally advanced 
rectal cancer (T2–4N0–2M0) who underwent neoadjuvant chemoradiotherapy. In all cases, immunohistochemical 
assessment of  TWIST and E-cadherin expression in  primary tumors was carried out. Associations with disease 
progression, treatment effectiveness, and histopathological features were analyzed.
Results. In melanoma patients, reduced E-cadherin expression (<80 %) and elevated TWIST expression (>20 %) 
were significantly associated with 5‑year disease progression (p <0.01). In  rectal cancer patients, similar 
expression profiles correlated with poor response to chemoradiotherapy (tumor regression grading: 3–4), low tumor 
regression grade, and reduced overall and disease-free survival (p <0.05). TWIST and E-cadherin demonstrated 
independent prognostic significance in both cancer types.
Conclusion. Altered TWIST and E-cadherin expression in  primary tumors reflects epithelial  – mesenchymal 
transition activation, associated with aggressive clinical behavior, therapy resistance, and higher risk of disease 
progression. These markers may be used to refine risk stratification and guide treatment personalization.
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Введение
Молекулярное прогрессирование злокачествен-

ных опухолей – меланомы кожи и колоректального 
рака – включает комплекс взаимосвязанных процес-
сов, среди которых ключевую роль играют эпите
лиально-мезенхимальный переход (ЭМП) и  ремо
делирование опухолевого микроокружения (ОМ). 
Следует подчеркнуть, что классическое определение 
ЭМП как утраты эпителиальных признаков и приоб-
ретения мезенхимального фенотипа применимо пре-
имущественно к  опухолям эпителиального проис-
хождения, в частности к раку прямой кишки (РПК). 
В отношении меланомы как опухоли нейроэктодер-
мального происхождения корректнее говорить 
об ЭМП-подобной трансформации – совокупности 
изменений, морфологически и функционально сход-
ных с ЭМП (например, об утрате экспрессии E-кад-
герина, повышении инвазивности, лекарственной 
устойчивости), но происходящих вне контекста эпи-
телиальной дифференцировки. Таким образом, в на-

стоящем исследовании процессы клеточной дедиф-
ференцировки в  обеих опухолях рассматриваются 
в рамках общей концепции опухолевой пластичности 
и перехода к более агрессивному фенотипу [1–3].

Показано, что ЭМП представляет собой феномен 
потери опухолевыми клетками эпителиальных при-
знаков (полярности, адгезии, низкой миграции) 
и приобретения мезенхимальных свойств (подвиж-
ности, инвазивности, лекарственной устойчивости) 
[4, 5]. ЭМП  – комплексное явление, отражающее 
опухолевую пластичность и дедифференцировку и ти-
пичное не только для эпителиальных опухолей, но 
и  для  опухолей неэпителиального происхождения, 
в частности меланомы [6]. ОМ играет критическую 
роль в формировании агрессивного фенотипа злока-
чественных клеток, модулируя процессы инвазии, 
устойчивости к терапии и уклонения от иммунного 
надзора. Элементы ОМ, включая рак-ассоциирован-
ные фибробласты, лимфоидные и миелоидные клет-
ки, а также такие факторы, как трансформирующий 
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фактор роста β (transforming growth factor β, TGF-β) 
и гипоксия, инициируют активацию ЭМП-программ 
и  поддерживают пластичность опухолевых клеток. 
В зависимости от гистогенеза опухоли и ее локали-
зации микросреда приобретает специфические черты, 
определяя направление дедифференцировки [7].

При меланоме, характеризующейся высокой им-
мунной пластичностью и гетерогенностью, ОМ фор-
мирует иммунорезистентный фенотип с преоблада-
нием Т-клеточной дисфункции и гипоксических зон 
[3, 8]. В отличие от нее при РПК преобладает радио-
резистентный и иммуносупрессивный профиль с вы-
раженной активацией ассоциированных с опухолью 
фибробластов (cancer-associated fibroblasts, CAF) 
и TGF-β-сигнального пути [9].

Именно синергия ЭМП и  ОМ  – 2 фундамен-
тальных компонентов фенотипической пластично-
сти – определяет ключевые механизмы прогрессии 
и терапевтической неудачи [10, 11]. При этом транс-
крипционные регуляторы TWIST и молекулы кле-
точной адгезии, такие как  E-кадгерин, являются 
как маркерами, так и активными участниками этих 
процессов.

Транскрипционный фактор TWIST индуцирует 
ЭМП и  формирование раковых стволовых клеток, 
репрессирует E-кадгерин и активирует инвазию, те-
рапевтическую устойчивость, а также ремоделирование 
ОМ [1, 12]. E-кадгерин, напротив, обеспечивает меж-
клеточную адгезию, а его утрата сопровождает пере-
ход к более злокачественным фенотипам [13, 14].

Несмотря на значительное количество научных 
публикаций, сравнительная оценка TWIST и E-кад-
герина в первичных опухолях с различным гистоге-
незом остается редкой. Особую ценность представ-
ляет изучение этих маркеров именно в первичной 
опухоли как  в  исходной точке каскада прогрес-
сии [15].

Цель настоящего исследования  – оценить про-
гностическую значимость экспрессии маркеров ЭМП 
TWIST и E-кадгерина в первичных опухолях у паци-
ентов с меланомой кожи ранних стадий и распростра-
ненным РПК, выявить связь экспрессии с  клини-
ко-морфологическими характеристиками опухоли, 
риском прогрессирования и ответом на проводимое 
лечение.

Материалы и методы
Клинические и гистопатологические параметры 

включенных в исследование пациентов представлены 
в табл. 1. Анализу подверглись 2 независимые когор-
ты: 101 пациент с  меланомой кожи ранних стадий 
(с распространенностью первичной опухоли до 1 мм 
по Бреслоу включительно, с изъязвлением либо без 
такового) и 75 пациентов с местно-распространен-
ным колоректальным раком (II–III стадии, T3–4 и / или 

N+ по классификации TNM (tumor, nodus, metastasis), 
получивших неоадъювантную химиолучевую тера-
пию.

Таблица 1. Клинические характеристики включенных пациентов

Table 1. Clinical characteristics of included patients

Параметр 
Parameter

Меланома ко-
жи (n = 101) 

Cutaneous 
melanoma  
(n = 101) 

Рак прямой 
кишки 

(n = 75) 
Rectal cancer  

(n = 75) 

Средний возраст, лет 
Average age, years

54,3 ± 12,6 61,7 ± 10,4

Женщины / мужчины, 
абс. 
Women / men, abs.

58 / 43 31 / 44

Распространенность 
первичной опухоли (T) 
абс.: 
Primary tumor prevalence 
(T) абс.:

T1a: 47; 
T1b: 54

TII: 19; 
TIII: 56

Медиана наблюдения, 
мес 
Median follow-up, month

60 30

Высокая экспрессия 
TWIST, абс. (%) 
High expression of TWIST, 
abs. (%) 

29 (28,7) 33 (44) 

Низкая экспрессия 
E-кадгерина, абс. (%) 
Low expression 
of E-cadherin, abs. (%) 

36 (35,6) 29 (38,7) 

По каждой группе пациентов проанализированы 
клинико-эпидемиологические характеристики (воз-
растно-половая структура), морфологические и мо-
лекулярные признаки опухоли (стадия, уровень инва-
зии, степень дифференцировки, наличие язвенного 
компонента, митотический индекс и др.), а  также 
особенности проводимого лечения. Для когорты па-
циентов с  РПК дополнительно учитывали данные 
об ответе на неоадъювантную терапию, определяемом 
по системе TRG (tumor regression grade).

В табл. 1 отражены частота и распределение клю-
чевых клинико-патологических характеристик в за-
висимости от уровня экспрессии TWIST и E-кадге-
рина. Статистическую обработку категориальных 
признаков осуществляли с использованием критерия 
χ2 Пирсона или точного критерия Фишера в зависи-
мости от условий применимости. Порог значимости 
был установлен на уровне p <0,05.

Когорта 1. Меланома кожи ранних стадий
В исследование включен 101 пациент с первичной 

меланомой кожи, распространенностью первичной 
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опухоли pT1a–1b, наблюдавшийся и лечившийся 
в Клинический онкологический диспансер № 1 (Крас-
нодар) в период с 2013 по 2020 г. Критерием включения 
служило наличие архивных гистологических блоков 
первичной опухоли с достаточным объемом матери-
ала для иммуногистохимического анализа. Средний 
возраст пациентов составил 58,6 ± 9,7 года, соотно-
шение мужчин и женщин – 1:1.

Всем пациентам проводили гистологическую ве-
рификацию диагноза и  оценку клинико-морфоло
гических параметров: глубину инвазии по  Бреслоу 
и Кларку, наличие изъязвления, митотическую актив
ность. Прогрессирование заболевания оценивали в те-
чение 5 лет наблюдения, включая как местные реци-
дивы, так и регионарные / отдаленные метастазы.

Парафиновые блоки подвергали стандартной 
гистологической обработке: фиксации в 10 % ней-
тральном формалине, проводке, заливке в парафин, 
нарезке срезов толщиной 4 мкм. Иммуногистохими-
ческое окрашивание проводили на автоматическом 
стейнере Thermo Scientific Ultra (Thermo Fisher 
Scientific Inc., США) с использованием следующих 
антител:

• E-кадгерина Rabbit Polyclonal (Quartett, Германия)
1:50, буфер ER2;

• TWIST Rabbit Polyclonal (Cell Marque, США) 1:150,
буфер ER2.
Система визуализации – UltraVision Quanto De-

tection System HRP DAB (Thermo Fisher Scientific., 
Inc., США). Оценку проводили 2 независимых мор-
фолога (слепой анализ) в 3 полях зрения при увели-
чении 200, 300 и 400 с учетом процента позитивных 
опухолевых клеток. В каждой пробе оценивали 200–
300 клеток.

Пороговые значения экспрессии определены 
с использованием ROC-анализа:

• E-кадгерин: низкая экспрессия – <80 %, высо-
кая – ≥80 %;

• TWIST: высокая экспрессия – >20 %, низкая –
≤20 %.

Когорта 2. Распространенный рак прямой кишки
В исследование вошли 75 пациентов с диагнозом 

аденокарциномы прямой кишки стадии cT2–T4N0–
2M0, получивших неоадъювантную химиолучевую 
терапию с  последующим хирургическим лечением 
в отделении радиотерапии НИИ – ККБ № 1 им. проф. 
С. В. Очаповского (Краснодар) в 2020–2023 гг.

Химиолучевую терапию проводили по стандартной 
схеме: суммарная очаговая доза составляла 44–50 Гр, 
фракционирование – 2 Гр 5 раз в неделю, на фоне 
перорального приема капецитабина в дозе 825 мг / м2 
дважды в сутки. Интервал между завершением тера-
пии и операцией составлял в среднем 6–8 нед. Все 
пациенты были прооперированы в объеме тотальной 

мезоректальной эксцизии, что позволило получить 
радикальные морфологические препараты.

Иммуногистохимическое исследование выпол-
няли на диагностических биоптатах опухоли до на-
чала лечения. Препараты фиксировали в 10 % нейтраль-
ном формалине, заливали в парафин, изготавливали 
срезы толщиной 4–5 мкм. Окрашивание проводили 
на автоматическом стейнере Ventana BenchMark XT 
(Ventana Medical Systems Inc., США) с применением:

• E-кадгерина Rabbit Polyclonal (Quartett, Герма-
ния) 1:50, буфер ER2;

• TWIST Rabbit Polyclonal (Cell Marque, США)
1:150, буфер ER2.
Оценку окрашивания проводили 2 морфолога 

слепым методом. TWIST учитывали как ядерную экс-
прессию, E-кадгерин – как мембранную. В каждом 
случае анализировали не  менее 3 полей зрения 
при увеличении 200, 300 и 400 с подсчетом не менее 
200 опухолевых клеток.

Шкала оценки экспрессии:
• TWIST: высокая экспрессия – ≤20 % опухолевых

ядер, слабая / отсутствующая – ≤20 %;
• E-кадгерин: сохраненная экспрессия – ≥80 % опу-

холевых клеток с четким мембранным окраши-
ванием, сниженная – <80 %.
Эффективность неоадъювантной терапии оце-

нивали по степени лечебного патоморфоза в резе-
цированном материале по классификации Dworak 
(TRG) [18].

Пациенты были сгруппированы по уровню эф-
фекта:

• группа с выраженным ответом: TRG 0–1 (n = 32);
• группа с невыраженным ответом: TRG 2–4 (n = 43).

Ассоциации между экспрессией маркеров и TRG
оценивали с помощью χ2‑критерия, а также однофак-
торного и многофакторного логистического анализа. 
Дополнительно проводили расчет безрецидивной 
выживаемости и общей выживаемости методом Ка-
плана–Майера с последующим log-rank-тестом. Для 
оценки статистических различий использовали 
χ2‑критерий Пирсона, односторонний анализ ROC-
кривых с расчетом AUC (area under curve), логисти-
ческую регрессию. Уровень статистической значи-
мости – p <0,05. Все расчеты проводили в среде SPSS 
Statistics v.26.0 (IBM, США) и  GraphPad Prism 9.0 
(GraphPad Software, LLC, США). Статистически зна-
чимыми считали различия при p <0,05.

Результаты
Для обеих когорт – меланомы кожи и РПК – по-

строены отдельные ROC-кривые, представленные 
на рис. 1. Это позволило визуализировать различия 
и подтвердить применимость одного порогового зна-
чения маркеров (TWIST >20 %, E-кадгерин <80 %) 
для  стратификации риска: TWIST: AUC = 0,748 
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(95  %  доверительный интервал (ДИ) 0,64–0,86), 
E-кадгерин: AUC = 0,771 (95 % ДИ 0,66–0,87).

Иммуногистохимические характеристики  
экспрессии маркеров
Иммуногистохимическое окрашивание TWIST 

демонстрировало преимущественно ядерную лока-
лизацию сигнала в опухолевых клетках, с вариабель-
ной интенсивностью (см. рис. 1).

Экспрессия E-кадгерина была мембранной, чет-
кой у пациентов с благоприятным клиническим те-
чением, с равномерным окрашиванием по периферии 
опухолевых клеток. При снижении экспрессии на-
блюдали участки с фрагментарным или полным от-
сутствием мембранного окрашивания, в отдельных 
случаях  – с  цитоплазматической переориентацией 
сигнала (рис. 2), что  коррелировало с  признаками 
дедифференцировки и худшим прогнозом.

Рис. 1. Уровень экспрессии TWIST: а – высокий – в аденокарциноме прямой кишки, ×300; б – высокий – в меланоме с изъязвлением, ×200; 
в – низкий – в аденокарциноме прямой кишки, ×200; г – низкий – в меланоме без изъязвления, ×200. Окраска гематоксилином + иммуноги-
стохимическое окрашивание TWIST

Fig. 1. TWIST expression: а – high – in rectal adenocarcinoma, ×300; б – high – in ulcerated melanoma, ×200; в – low – in rectal adenocarcinoma, 
×200; г – low – in non-ulcerated melanoma, ×200. Hematoxylin and immunohistochemical staining for TWIST

а б

в г
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Полученные паттерны экспрессии визуально 
подтверждают количественные различия между 
группами и соответствуют ожидаемым фенотипи-
ческим признакам активации ЭМП или ЭМП-по-
добной программы в зависимости от нозологиче-
ской формы.

В логистической регрессии (модель с поправкой 
на пол, возраст, уровень Бреслоу) оба маркера сохра-

няли независимую ассоциацию с прогрессированием 
(TWIST: отношение шансов 3,91; p = 0,004; E-кадге-
рин: отношение шансов 0,26; p = 0,001).

Для каждой опухоли построены индивидуальные 
кривые с расчетом показателя AUC, чувствительно-
сти и  специфичности. Совмещенное отображение 
позволяет визуально сравнить дискриминационные 
характеристики маркеров в разных опухолях (рис. 3).

Рис. 2. Уровень экспрессии Е-кадгерина: а – высокий – в аденокарциноме прямой кишки, ×300; б – высокий – в меланоме с изъязвлением, 
×400; в – низкий – в аденокарциноме прямой кишки, ×200; г – низкий – в меланоме без изъязвления, ×300. Окраска гематоксилином + им-
муногистохимическое окрашивание Е-кадгерином

Fig. 2. E-cadherin expression: а – high – in rectal adenocarcinoma, ×300; б – high – in ulcerated melanoma, ×400; в – low – in rectal adenocarcinoma, 
×200; г – low – in non-ulcerated melanoma, ×300. Hematoxylin and immunohistochemical staining for E-cadherin

а б

в г
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Когорта 1. Меланома кожи
Из 101 включенного пациента с меланомой кожи 

ранних стадий у 21 (20,8 %) зафиксировано прогрес-
сирование заболевания в течение 5‑летнего периода 
наблюдения: у  5 пациентов развился регионарный 
рецидив, у 16 – отдаленные метастазы. Медиана вре-
мени до прогрессирования составила 18,4 мес.

Низкую экспрессию E-кадгерина (<80 %), которая 
была статистически значимо ассоциирована с про-
грессированием заболевания (χ2 = 12,04; p = 0,0005), 
наблюдали у 36 (35,6 %) пациентов. Положительная 
прогностическая ценность сохраненной экспрессии 
составила 87,5 %.

Высокая ядерная экспрессия TWIST (>20 %) вы-
явлена у 29 пациентов (28,7 %) и также коррелиро-
вала с увеличением риска рецидива или метастази-
рования (χ2 = 9,31; p = 0,0023). У пациентов с высоким 
уровнем TWIST медиана времени до прогрессирова-
ния составила 13,6 мес, в то время как при низком 
уровне маркера – более 60 мес (p <0,001). Для оценки 
прогностической значимости маркеров TWIST 
и E-кадгерина в отношении риска прогрессирования 
проведен ROC-анализ (рис. 4).

Оба маркера показали удовлетворительную дис-
криминационную способность:

• TWIST: AUC = 0,748 (95 % ДИ 0,64–0,86; p <0,001), 
оптимальный порог  – 20 % экспрессирующих 
клеток (чувствительность  – 72 %, специфич-
ность – 69 %);

• E-кадгерин: AUC = 0,771 (95 % ДИ 0,66–0,87; 
p <0,001), порог <80 % позитивных клеток (чувстви-
тельность – 78 %, специфичность – 70 %) [13, 17].
Совместный профиль TWIST↑ / E-кадгерин↓ уве-

личивал AUC до 0,802, что подтверждает комплемен-
тарность маркеров [25].

Для оценки влияния экспрессии данных марке-
ров на прогрессирование у пациентов с меланомой 
кожи ранних стадий показаны площади под кривыми 
(AUC) для TWIST (0,748; 95 % ДИ 0,64–0,86) и E-кад-
герина (0,771; 95 % ДИ 0,66–0,87). Маркеры проде-
монстрировали удовлетворительную дискриминаци-
онную способность в  прогнозировании 5‑летнего 
риска прогрессирования заболевания. Кроме того, 
экспрессия TWIST и снижение E-кадгерина корре-
лировали с более низкой безрецидивной выживае-
мостью:

• TWIST высокий: безрецидивная выживаемость – 
41,2 %;

• TWIST низкий: безрецидивная выживаемость – 
78,6 % (log-rank p = 0,002);

• E-кадгерин <80 %: безрецидивная выживае-
мость – 45,3 % vs 82,4 % при ≥80 % (p = 0,0013).

Когорта 2. Рак прямой кишки
Среди 75 пациентов с местно-распространенным 

РПК, получивших неоадъювантную химиолучевую 
терапию, у 32 (42,7 %) был достигнут выраженный 
лечебный эффект (TRG 0–1), у 43 (57,3 %) – умерен-
ный или слабый ответ (TRG 2–4).

Высокая экспрессия TWIST выявлена у 33 (44 %) па-
циентов, сниженная экспрессия E-кадгерина  – 

Рис. 3. Кривые receiver operating characteristic для оценки прогности-
ческой значимости TWIST и  E-кадгерина в  2 когортах: меланома 
кожи и рак прямой кишки (РПК). AUC – площадь под кривой. Мар-
керы демонстрируют удовлетворительную дискриминационную спо-
собность в обеих когортных группах

Fig. 3. Receiver operating characteristic curves for assessing the prognostic 
value of  TWIST and E-cadherin in  two patient cohorts: cutaneous 
melanoma and rectal cancer (RC). AUC – area under the curve. The markers 
demonstrate satisfactory discrimination ability in both cohort groups
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  �TWIST (меланома кожи/меланома)  
AUC = 0,7 / TWIST (cutaneous melanoma / 
melanoma) AUC = 0.7

  �E-кадгерин (меланома кожи/ 
меланома) AUC = 0,74 /  
E-cadherin (cutaneous  
melanoma/melanoma)  
AUC = 0.74

  �TWIST (меланома) AUC = 0,75 / TWIST 
(melanoma) AUC = 0.75

  �TWIST (РПК) AUC = 0,7 / TWIST (RC) 
AUC = 0.7

  �E-кадгерин (РПК) AUC = 0,69 / 
E-cadherin (RC) AUC = 0.69

  �E-кадгерин (меланома)  
AUC = 0,77 / E-cadherin 
(melanoma) AUC = 0.77

Рис. 4. Кривые receiver operating characteristic для оценки прогности-
ческой значимости экспрессии TWIST и E-кадгерина у пациентов 
с меланомой кожи ранней стадии. AUC – площадь под кривой

Fig. 4. Receiver operating characteristic curves for TWIST and E-cadherin 
in  patients with early-stage cutaneous melanoma. AUC  – area under 
the curve
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у 29 (38,7 %). Оба маркера статистически значимо ас
социировались с недостаточным эффектом терапии:

• TWIST: TRG 2–4 у 28 из 33 пациентов с высокой 
экспрессией (χ2 = 10,91; p = 0,001);

• E-кадгерин: TRG 2–4 у 25 из 29 пациентов с по-
ниженной экспрессией (χ2 = 7,45; p = 0,006). ROC- 
анализ показал, что маркеры TWIST и E-кадгерин 
также позволяют стратифицировать пациентов 
по вероятности слабого ответа на химиолучевую 
терапию (TRG 2–4): TWIST: AUC = 0,762 (95 % ДИ 
0,67–0,85), порог >20 % ядерной экспрессии: 
чувствительность – 74 %, специфичность – 66 % 
[15, 23]; E-кадгерин: AUC = 0,735 (95 % ДИ 
0,62–0,84), порог <80 %: чувствительность – 70 %, 
специфичность – 68 % [25].
При комбинированной модели TWIST↑ / E-кад-

герин↓ AUC увеличивался до  0,804, что  делает ее 
наиболее надежным прогностическим индикатором 
[11, 20].

Для наглядной демонстрации прогностической 
значимости экспрессии TWIST и E-кадгерина у па-
циентов с местно-распространенным РПК показаны 
AUC для TWIST (0,762; 95 % ДИ 0,67–0,85) и E-кад-
герина (0,735; 95 % ДИ 0,62–0,84) при прогнозиро-
вании недостаточного ответа на  неоадъювантную 
химиолучевую терапию (TRG 2–4) (рис. 5).

Комбинированный профиль (TWIST↑ / E-кад
герин↓) повышал прогностическую точность до 
AUC = 0,804. В многофакторной модели риска про-
грессирования оба маркера сохраняли независимую 
прогностическую значимость:

• TWIST: hazard ratio = 2,87 (95 % ДИ 1,41–5,79;  
p = 0,003);

• E-кадгерин: hazard ratio = 0,39 (95 % ДИ 0,20–
0,76; p = 0,006).
ROC-анализ позволил количественно оценить 

прогностическую точность каждого из  маркеров. 
Кривые отражают соотношение чувствительности 
и специфичности при различных пороговых значе-
ниях экспрессии, а площадь под кривой служит ин-
тегральным показателем качества прогноза. Для обо-
их маркеров значения AUC >0,7 в  обеих когортах 
подтверждают их  надежную дискриминационную 
способность. Совместная модель, объединяющая 
TWIST и E-кадгерин, демонстрирует улучшение про-
гностических характеристик, что подчеркивает ком-
плементарную роль этих маркеров в механизмах опу-
холевой дедифференцировки.

Обсуждение
Полученные результаты подтверждают высокую 

прогностическую значимость маркеров TWIST 
и E-кадгерина при меланоме кожи и местно-рас-
пространенном РПК. При этом необходимо учи-
тывать принципиальные различия в  гистогенезе 
этих опухолей: если для колоректального рака ак-
тивация ЭМП соответствует классической модели 
потери эпителиального фенотипа, то в случае ме-
ланомы мы имеем дело с  ЭМП-подобными про-
цессами, отражающими переход нейроэктодер-
мальных клеток к  инвазивному терапевтически 
устойчивому состоянию. Это методологическое 
ограничение требует осторожного использования 
термина «эпителиально-мезенхимальный переход» 
в контексте меланомы и оправдывает применение 
обобщающего понятия «фенотипическая пластич-
ность опухолевых клеток» [16, 17].

Патофизиологически ЭМП представляет собой 
не бинарный процесс, а континуум состояний кле-
точной пластичности, при котором клетки переходят 
от эпителиального фенотипа к промежуточным и ме-
зенхимальным программам. Он сопровождается утратой 
межклеточной адгезии, ремоделированием цитоске-
лета и  экспрессией транскрипционных факторов, 
таких как  TWIST, Snail, ZEB1 [18]. Эти изменения 
позволяют клеткам не только инвазировать и мета
стазировать, но и избегать апоптоза, снижать имму-
ногенность и приобретать устойчивость к действию 
противоопухолевых агентов [2, 7, 14].

В контексте устойчивости к лечению важнейшую 
роль играют так называемые раковые стволовые 
клетки – субпопуляции опухолевых клеток, облада-
ющие свойствами самообновления и фенотипиче-
ской пластичности. ЭМП активно вовлечен в их ин-
дукцию и поддержание, особенно в гипоксическом 
и иммуносупрессивном ОМ [5, 13, 15]. Именно эта 
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Рис. 5. Кривые receiver operating characteristic для оценки прогности-
ческой значимости экспрессии TWIST и E-кадгерина у пациентов 
с местно-распространенным раком прямой кишки. AUC – площадь 
под кривой

Fig. 5. Receiver operating characteristic curves for TWIST and E-cadherin 
expression in patients with locally advanced rectal cancer. AUC – area 
under the curve

  �TWIST AUC = 0,762
  �E-кадгерин AUC = 0,735 / E-cadherin 

AUC = 0.735
  �Комбинированный профиль AUC = 
0,804 / Combined profile AUC = 0.804
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популяция, как показывают современные исследо-
вания, является основным источником рецидивов 
и метастазов после лечения.

TWIST – один из центральных медиаторов ЭМП, 
активно участвует в формировании агрессивного кли-
нического фенотипа. В меланоме его активация свя-
зана с инвазией, уклонением от иммунного надзора 
и резистентностью к ингибиторам контрольных точек 
[19, 20]. При РПК TWIST способствует радиорези-
стентности, снижению эффективности апоптоза 
и формированию остаточных опухолевых клеток по-
сле химиолучевого воздействия [21].

Полученные результаты подтверждают высокую 
прогностическую значимость TWIST и E-кадгерина 
в разных нозологических группах. Выбор именно этих 
маркеров обусловлен их двойной ролью – как клю-
чевых медиаторов фенотипической пластичности, 
так и индикаторов агрессивного течения. В отличие 
от других транскрипционных факторов ЭМП (напри-
мер, Snail, ZEB1) и мезенхимальных белков (вимен-
тин, N-кадгерин), TWIST занимает центральное по-
ложение в регуляции клеточной дедифференцировки, 
индуцируя инвазию, стволовость и ремоделирование 
микроокружения. E-кадгерин, напротив, служит мар-
кером эпителиального фенотипа, а его утрата прямо 
отражает запуск переходных программ.

Хотя множество исследований изучает экспрес-
сию TWIST и E-кадгерина при меланоме [22, 23] и ко-
лоректальном раке [24, 25] по отдельности, сравни-
тельная оценка этих маркеров в первичных опухолях 
с разным гистогенезом (нейроэктодермальным и эпи-
телиальным) встречается крайне редко. В большин-
стве работ фокус сделан либо на оценке экспрессии 
данных маркеров в метастазах, либо на смешанных 
панелях с  большим количеством дополнительных 
маркеров. Настоящее исследование впервые сопо-
ставляет TWIST- / E-кадгерин-профиль именно в пер-
вичных опухолях, что важно с точки зрения страти-
фикации риска уже на раннем этапе заболевания.

Полученные результаты следует интерпретиро-
вать с  учетом роли ОМ как  ключевого модулятора 
экспрессии TWIST и E-кадгерина. В случае мелано-
мы активное взаимодействие с иммунной системой, 
высокая инфильтрация опухоли T-клетками и выра-
женная экспрессия PD-L1 формируют условия, при 
которых TWIST может способствовать иммунному 
уклонению, индуцируя Treg-поляризацию и подавляя 
MHC I-экспрессию. Это объясняет наблюдаемую 
ассоциацию TWIST с прогрессированием заболева-
ния даже на  ранних стадиях. Потеря E-кадгерина 
в этой среде дополнительно нарушает тканевую ор-
ганизацию, облегчая диссеминацию [16, 18].

При РПК, напротив, ОМ характеризуется преоб-
ладанием фиброзных компонентов, активацией CAF 
и  гипоксией, индуцирующей экспрессию TWIST 

через TGF-β-сигналинг. Такая среда способствует 
радиорезистентности и  снижению эффективности 
химиолучевой терапии. Одновременная потеря 
E-кадгерина в этом контексте усиливает нарушения 
межклеточной адгезии, облегчая выживание опухо-
левых клеток после облучения. Следовательно, ком-
бинация TWIST↑ / E-кадгерин↓ может быть не только 
маркером пластичности, но и отражением неблаго-
приятной микроэкологической адаптации опухоли 
[5, 19].

Особый интерес представляет оценка именно 
первичной опухоли как «точки входа» в каскад про-
грессии. В отличие от метастазов, где формируются 
вторичные адаптивные сигнатуры, первичная опу-
холь наиболее точно отражает исходную опухолевую 
пластичность и взаимодействие с ОМ, влияющее на 
чувствительность к терапии. Сравнение TWIST / E-кад
герина в 2 таких разных биологических контекстах – 
не просто подтверждение их прогностической зна-
чимости, но  и  попытка выделить универсальные 
элементы дедифференцировки, релевантные для 
клинической стратификации [2, 17].

E-кадгерин, напротив, играет роль «сдержива
ющего» фактора, обеспечивая межклеточные кон-
такты и ингибируя β-катенин-зависимую транскрип-
цию. Его потеря – как вследствие эпигенетических 
изменений, так и  транскрипционной репрессии  – 
сопровождает большинство случаев активации ЭМП 
и напрямую ассоциирована с ухудшением прогноза 
[10, 18, 25].

Совместная экспрессия TWIST↑ / E-кадгерин↓, 
выявленная у значительной части пациентов в обеих 
группах, демонстрирует наибольшую прогностиче-
скую значимость. Такой молекулярный профиль от-
ражает активацию полной ЭМП-программы и может 
служить критерием стратификации риска прогрессии 
и нечувствительности к лечению [26].

Полученные результаты позволяют рассматривать 
TWIST и E-кадгерин как потенциальные молекуляр-
ные индикаторы агрессивности опухоли и устойчи-
вости к терапии. Однако, несмотря на выраженную 
ассоциацию с  неблагоприятными клиническими 
исходами, говорить о прямом терапевтическом воз-
действии на указанные мишени пока преждевремен-
но. Хотя в  доклинических моделях показана роль 
TWIST в формировании терапевтической резистент-
ности и иммунного уклонения, данные о клиниче-
ской эффективности его ингибирования крайне огра-
ниченны. Аналогично восстановление экспрессии 
E-кадгерина в условиях опухолевой среды остается 
сложной задачей. Профиль TWIST↑ / E-кадгерин↓ 
может использоваться как критерий для прогности-
ческой стратификации и  включения пациентов 
в группы с потенциально высоким риском прогрес-
сии или  неэффективности стандартного лечения. 
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Дальнейшие исследования необходимы для оценки 
терапевтической значимости этих маркеров и  воз-
можности их таргетной модуляции [27].

Таким образом, TWIST и E-кадгерин – не только 
маркеры прогрессирования, но  и  потенциальные 
точки терапевтического воздействия, особенно в со-
четании с данными молекулярного профилирования 
и оценки ОМ [3, 23, 26].

Полученные данные согласуются с рядом ранее 
опубликованных исследований. Так, продемонстри-
ровано, что высокая экспрессия TWIST при мелано-
ме ассоциирована с инвазивным фенотипом, потерей 
межклеточных контактов и снижением экспрессии 
E-кадгерина [5]. В метаанализе X. He и соавт. пока-
зано, что утрата E-кадгерина у пациентов с мелано-
мой ассоциируется с худшим прогнозом, особенно 
на ранних стадиях [22].

Аналогичные выводы были сделаны в исследова-
ниях Y.  Liu и  соавт., а  также J. W.  Luo и  соавт., где 
экспрессия TWIST и E-кадгерина в опухолях толстой 
и прямой кишки предсказывала ответ на химиолуче-
вую терапию и вероятность прогрессии [9, 24]. Наши 
результаты подтверждают эти данные, расширяя 
их сравнительной оценкой в разных гистогенетиче-
ских контекстах. Показано также, что TWIST и Slug 
обладают высокой прогностической ценностью при 
ректальном раке, особенно в рамках оценки чувстви-
тельности к терапии [5, 26, 28–32]. Мы наблюдали 
сходные значения AUC (0,762 и 0,735), что подтвержда-
ет их предиктивный потенциал в когорте РПК.

Так, ОМ представляет собой сложную систему 
клеточных и внеклеточных компонентов, включаю-
щую фибробласты, иммунные клетки, эндотелиаль-
ные элементы, внеклеточный матрикс, а также гра-
диенты гипоксии, pH и  метаболитов. В  условиях 
меланомы, характеризующейся высокой мутационной 
нагрузкой и выраженной иммунной инфильтрацией, 
формируется фенотип «горячей», но функционально 
истощенной опухоли: ключевыми признаками явля-
ются дисфункция цитотоксических T-клеток, экс-
прессия иммунных контрольных точек и накопление 
Treg-популяций [17, 27, 33]. TWIST в данной модели 
вовлечен в формирование иммунорезистентного фе-
нотипа за счет подавления MHC I, активации PD-L1 
и поляризации Treg-клеток, что способствует укло-
нению от иммунного надзора [16, 17]. Потеря E-кад-
герина дополнительно усиливает инвазию и наруша-
ет тканевую архитектуру, способствуя диссеминации 
опухоли [4, 6, 8].

В случае колоректального рака, особенно мест-
но-распространенных форм, ОМ характеризуется 
выраженной фиброзной трансформацией с актива-
цией CAF, секрецией TGF-β, интерлейкина-6 и фак-
тора роста эндотелия сосудов, а  также сниженной 
инфильтрацией CD8⁺-T-клеток [7, 23, 24, 29]. TWIST 

активируется под  действием TGF-β / SMAD-сигна-
линга и  способствует радиорезистентности путем 
ингибирования апоптоза и повышения репаративной 
активности [9, 11]. Снижение экспрессии E-кадге-
рина при этом ассоциировано с нарушением межкле-
точной адгезии и  активацией β-катенинзависимой 
транскрипции [2, 4, 31, 32]. Таким образом, микро-
среда в обеих опухолях не только поддерживает фе-
нотипическую пластичность, но и формирует пред-
посылки для  устойчивости к  терапии, в  том числе 
к иммунотерапии (меланомы) и химиолучевому воз-
действию (РПК) [14, 16, 28, 33].

Современные представления о пластичности опу-
холевых клеток предполагают существование не толь-
ко бинарной модели ЭМП, но и гибридных феноти-
пов, сочетающих эпителиальные и мезенхимальные 
признаки [18, 19, 26]. Такие промежуточные состоя-
ния играют важную роль в инвазии, метастазирова-
нии и уклонении от терапии. Хотя TWIST и E-кадге-
рин отражают ключевые аспекты этих процессов, они 
не охватывают все разнообразие регуляторов фено-
типической пластичности. В  литературе отмечена 
высокая значимость и  других транскрипционных 
факторов – Snail, Slug, ZEB1, а также мезенхималь-
ных структурных белков, таких как  виментин 
и N-кадгерин, участие которых может варьироваться 
в зависимости от типа опухоли [16, 20, 21].

Кроме того, связь TWIST с популяцией опухоле-
вых стволовых клеток в нашем исследовании остает-
ся опосредованной. Мы не проводили прямой оцен-
ки стволовых маркеров, а выводы сделаны на основе 
известной роли TWIST в индукции свойств самооб-
новления и резистентности, описанных в литературе 
[12, 27, 32]. Эти ограничения следует учитывать 
при интерпретации данных.

Сочетание TWIST↑ / E-кадгерин↓ может быть рас-
смотрено как потенциальный предиктор недостаточ-
ного ответа на  терапию, что  дает основание для 
модификации схем лечения: рассмотрения альтерна-
тивных режимов, добавления иммунотерапии или 
таргетных подходов, а также более жесткого наблю-
дения в послеоперационный период [5, 9, 15, 34].

Хотя полученные нами данные подтверждают 
схожую прогностическую значимость TWIST и E-кад-
герина при  меланоме и  колоректальном раке, это 
не обязательно означает тождественность лежащих 
в основе молекулярных механизмов. Указанные мар-
керы участвуют в разнообразных сигнальных путях, 
специфичных для каждой опухоли: например, в мела-
номе TWIST активируется преимущественно через 
сигналы гипоксии и  MAPK-путь (mitogen-activated 
protein kinase), в то время как при РПК его экспрессия 
часто индуцируется TGF-β / SMAD-каскадом [10, 24, 
30]. Аналогично утрата E-кадгерина в меланоме мо-
жет происходить как вследствие мутаций, так и под 
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действием иммуноиндуцированных механизмов, 
в  то  время как  при  колоректальном раке это чаще 
связано с эпигенетической репрессией [29].

Таким образом, несмотря на клиническую уни-
версальность профиля TWIST↑ / E-кадгерин↓ как мар-
кера агрессивности опухоли, интерпретация этих 
изменений требует учета биологического контекста 
каждого новообразования.

Заключение
В проведенном исследовании впервые осущест-

влена сравнительная характеристика роли маркеров 
ЭМП TWIST и E-кадгерина в 2 принципиально раз-
личных злокачественных новообразованиях – мела-
номе кожи и РПК, отличающихся по происхожде-
нию, морфологии и клиническому течению.

Несмотря на эти различия, в обеих нозологиче-
ских формах выявлена высокая прогностическая 
значимость нарушений экспрессии указанных мар-
керов.

Комбинация высокой экспрессии TWIST и сни-
женного уровня E-кадгерина ассоциирована:

• с  повышенным риском прогрессирования при 
меланоме кожи ранних стадий;

• недостаточным ответом на химиолучевую терапию 
(TRG 2–4) при местно-распространенном РПК;

• статистически значимым снижением безрецидив
ной выживаемости при опухолях с разными мо-
лекулярными профилями.
TWIST и E-кадгерин могут рассматриваться как 

универсальные молекулярные индикаторы дедиффе-

ренцировки и агрессивности опухоли вне зависимо-
сти от ее гистогенеза. Их использование в рутинной 
практике может способствовать улучшению страти-
фикации риска, индивидуализации схем лечения 
и,   потенциально, внедрению таргетных подходов, 
направленных на ингибирование ЭМП и связанных 
с ним псевдостволовых состояний.

Таким образом, профиль TWIST↑ / E-кадгерин↓ 
ассоциирован с худшим прогнозом и сниженной чув-
ствительностью к терапии как при меланоме кожи, 
так и при местно-распространенном РПК. Эти дан-
ные подтверждают, что фенотипическая пластичность 
опухолевых клеток  – независимо от  гистогенеза  – 
может оказывать сходное влияние на клиническое 
течение заболевания. Однако сходство прогности-
ческой значимости не обязательно отражает иден-
тичность молекулярных механизмов: при меланоме 
ключевую роль может играть иммунорезистентность 
и  взаимодействие с  T-клеточным звеном, тогда 
как при РПК – радиорезистентность и активация 
TGF-β-сигналинга. Тем  не  менее полученные ре-
зультаты подчеркивают потенциал маркеров TWIST 
и E-кадгерина в качестве элементов стратификации 
риска и возможных кандидатов для последующего 
функционального изучения. Будущие исследования 
с включением более широкой панели маркеров и им-
мунных характеристик, а  также функциональные 
in vitro-модели необходимы для оценки терапевтиче-
ской релевантности этих находок и уточнения роли 
TWIST / E-кадгерина в формировании терапевтиче-
ской устойчивости.
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Детекция минимальной остаточной болезни 
после индукционной химиотерапии  
и ауто-ТГСК и ее клиническое значение 
при множественной миеломе
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Введение. Исследование минимальной остаточной болезни (МОБ) – необходимый этап детального анализа 
персистенции опухолевого клона в костном мозге больных множественной миеломой (ММ), что важно для оцен-
ки глубины ремиссии на фоне лечения. Оценка МОБ может быть полезной для построения прогноза ММ и вы-
бора тактики ведения больных.
Цель исследования – оценка частоты МОБ и ее прогностической значимости у больных ММ в процессе лечения.
Материалы и методы. В исследование включены 56 больных ММ, средний возраст которых составлял 54,9 ± 1,3 года. 
Все больные получали индукционную химиотерапию (ИХТ), которую проводили по схеме Vrd. После ИХТ и через 
100 дней после трансплантации аутологичных гемопоэтических стволовых клеток (ауто-ТГСК) оценивали статус 
МОБ. Оценка МОБ-статуса выполнена методом многоцветной проточной цитометрии (FACSCanto II, программа 
Kaluza Analysis v2.1, США). Моноклональные антитела: CD45, CD19, CD27, CD56, CD28, CD38, CD117, CD19, CD81, 
легкие цепи иммуноглобулина κ / λ, 7AD (Becton Diсkinson, США).
Результаты. Частота МОБ-негативного статуса после ИХТ составила 35,7 %, после ауто-ТГСК – 56,7 %. Отмечено 
снижение количества аномальных плазматических клеток (ПК) в костном мозге в 1,3 раза по сравнению с эта-
пом ИХТ. Установлена конверсия МОБ-позитивных случаев на фоне лечения. В группе с содержанием ПК в кост
ном мозге после ИХТ от 0,01 до 0,1 % МОБ-статус изменился после ауто-ТГСК и стал негативным у 53 % пациен-
тов. При  наличии более 0,01 % ПК после ИХТ частота прогрессирования возросла более чем  в  2 раза 
и составила 50,0 % (р <0,05). Среднее число ПК у пациентов без прогрессирования болезни, выявляемых после 
ауто-ТГСК, было значительно меньше – 0,02 % против 0,31 %, р <0,05.
Заключение. Частота МОБ-негативного статуса на этапе ИХТ и после ауто-ТГСК отличается, поэтому важны не-
сколько точек контроля. После аутоТГКС наблюдают конверсию МОБ-позитивных случаев в негативные. Про-
грессирование ММ наблюдалось достоверно чаще при МОБ-позитивном статусе. Мониторинг МОБ может помочь 
в выборе кандидатов на присоединение поддерживающего лечения ММ.

Ключевые слова: множественная миелома, ауто-ТГСК, минимальная остаточная болезнь, проточная цитометрия
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Background. Minimal residual disease (MRD) study is  a  necessary step for detailed analysis of  tumor clone 
persistence in bone marrow of patients with multiple myeloma (MM), which is important for assessing the depth 
of remission during treatment. MRD assessment can be useful for building a prognosis of MM and choosing patient 
management tactics.
Aim. To assess the frequency of MRD and its prognostic significance in patients with MM during treatment.
Materials and methods. The study included 56 patients with MM, the average age of which was 54.9 ± 1.3 years. 
All patients received induction chemotherapy, which was carried out according to the Vrd regimen. After induction 
therapy and 100 days after autologous hematopoietic stem cell transplantation (auto-HSCT), MRD status was 
assessed. MRD status was assessed by multicolor flow cytometry (FACSCanto II, Kaluza Analysis v2.1 software, 
USA). Monoclonal antibodies: CD45, CD19, CD27, CD56, CD28, CD38, CD117, CD19, CD81, immunoglobulin light 
chains kapa / lambda, 7ADD (Becton Diсkinson, USA).
Results. The  frequency of MRD-negative status after induction therapy was 35.7 %, after auto-HSCT – 56.7 %. 
A decrease in the number of abnormal plasma cells (PC) in the bone marrow by 1.3 times was noted compared 
to the induction therapy stage. Conversion of MRD-positive cases was established during treatment. In the group 
with the PC content in the bone marrow after induction therapy more than 0.01 %, but less than 0.1 %, the MRD 
status changed after auto-HSCT and became negative in 53 % of patients. In the presence of PC more than 0.01 % 
after induction, the progression rate increased more than 2‑fold and was 50.0 % (p <0.05). The average number 
of PCs in patients without disease progression detected after auto-HSCT was significantly lower: 0.02 % versus 
0.31 %, p <0.05.
Conclusion. The frequency of MRD-negative status at the stage of induction therapy and after auto-HSCT differs, 
so several control points are important. After auto-HSCT, there is a conversion of MRD-positive cases to negative 
ones. Progression of MM was observed more often with MRD-positive status. Monitoring of MRD can help in selecting 
candidates for joining maintenance treatment of MM.

Keywords: multiple myeloma, autologous hematopoietic stem cell transplantation, minimal residual diseas, flow 
cytometry
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Введение
Множественная миелома (ММ) составляет около 

13 % среди опухолей гемопоэтической природы [1]. 
Миелома характеризуется пролиферацией в костном 
мозге и экстрамедуллярных очагах патологического 
клона плазматических клеток (ПК), которые проду-
цируют моноклональный парапротеин. Заболевае-
мость ММ варьирует и составляет от 3 до 6 случаев 
на 100 тыс. населения. По данным 2021 г., в Россий-
ской Федерации зарегистрирован 3831 новый случай 
ММ, а грубый показатель заболеваемости составил 
2,63 случая на 100 тыс. населения [2].

Лечение ММ на современном этапе представля-
ет собой проведение высокодозной химиотерапии 
(ХТ) с использованием современных лекарственных 
препаратов (талидомида, леналидомида, бортезоми-
ба) с последующей трансплантацией аутологичных 
гемопоэтических стволовых клеток (ауто-ТГСК) 
[3–5]. Такая стратегия позволяет практически до 7 лет 
увеличить медиану общей выживаемости больных 
с ММ стандартного риска [3, 6, 7]. Тем не менее после 
лечения часто наблюдаются рецидивы, что обуслов-

лено наличием остаточного клона опухолевых клеток 
в костном мозге (минимальная остаточная болезнь, 
МОБ), который рутинные методы диагностики не об-
наруживают. Вследствие этого важным этапом в ле-
чении ММ становится определение МОБ, что помо-
гает понять глубину ремиссии и  в  дальнейшем 
открывает возможности стратифицировать больных 
на группы риска возврата болезни. Оценку МОБ про-
водят на основании определения аберрантного им-
мунофенотипа ПК, который не характерен для нор-
мальных клеток [8].

Определение МОБ-статуса выполняют на этапе 
индукционной ХТ (ИХТ) и  через 100 дней после 
ауто-ТГСК. По данным ряда исследований, дости-
жение МОБ-негативного статуса коррелирует с хо-
рошими показателями выживаемости больных ММ 
[8]. В  настоящей работе представлен собственный 
опыт определения МОБ-статуса и оценка его влияния 
на результаты лечения ММ.

Цель исследования – оценка частоты МОБ и ее 
прогностической значимости у больных ММ в про-
цессе лечения.
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Материалы и методы
Исследование костного мозга
Исследование костного мозга пациентов с ММ 

проведено в лаборатории клинической иммунологии 
и  инновационных технологий НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина. Подсчет миелограммы выполняли 
2 независимых врача-морфолога на световом микро-
скопе Zeiss Axioskop (Carl Zeiss, Германия). Миело-
кариоциты подсчитывали на гематологическом ана-
лизаторе ABX Micros ES 60 (Horiba ABX, Франция). 
Процентный подсчет клеток пунктата проводили 
по методу М. И. Аринкина (подробнее см. в [9]). Им-
мунологическое исследование выполнено методом 
8‑цветной проточной цитофлуориметрии (FACSCanto 
II, Becton Dickinson, США) с использованием пане-
ли моноклональных антител (Becton Dickinson, США) 
для  плазмоклеточных опухолей, рекомендованной 
европейским консорциумом EuroFlow в 2012 г.

Пробоподготовку проводили по стандартной ме-
тодике протокола A.C. Rawstron и соавт. [7].

После получения суспензии клеток костного моз-
га к образцу прибавляли моноклональные антитела 
согласно используемой панели антител (табл. 1). Ин-
кубировали в течение 15 мин при комнатной темпе-
ратуре в темноте, от несвязавшихся антител отмывали 

раствором CellWash. Анализ и учет реакции проводи-
ли на 3–5 млн событий.

По параметрам FSC-A (прямое светорассеяние) 
против SSC-A (боковое светорассеяние) выполняли 
гейтирование для выделения синглетов. Обязатель-
ным этапом являлось исключение нежизнеспособных 
клеток на  основании ядерного красителя 7‑АDD. 
Гейтирование для  выделения всей популяции ПК 
проводили по  маркерам CD38 и  CD138. Выделяли 
все события CD138+ и  CD38+, включая ПК даже 
с низкой экспрессией антигена.

Затем проводили разделение популяции опухо-
левых и нормальных ПК. Миеломные клетки имеют 
высокие характеристики FSC и / или SSC, не экспрес-
сируют CD45-, CD19-, CD27‑антигены и характери-
зуются наличием гомогенной экспрессии CD56 или 
CD28. Плотность экспрессии маркера CD38 ниже, 
чем на нормальных. Учитывали не менее 2 признаков 
аберрантности.

На рис. 1 представлена популяция опухолевых 
ПК. После того как популяция ПК с аберрантным 
иммунофенотипом обнаружена, подсчитывали про-
цент клеток с аберрантным фенотипом от всех кле-
ток образца. Позитивными по МОБ-статусу считали 
образцы, в  которых процент ПК в  костном мозге 
составлял 0,01 и более.

Таблица 1. Панель антител для иммунофенотипирования множественной миеломы

Table 1. Antibody panel for immunophenotyping of multiple myeloma

Проба 
Sample

PacBlu / 450 PacOr / V500 FITC PE PE-Cy5 Pe-Cy7 APC APC-H7

1 CD45 CD138 CD38 CD56 CD27 CD19 κ λ

2 CD45 CD138 CD38 CD28 CD27 CD19 CD117 CD81

Рис. 1. Пример опухолевого и нормального клона плазматических клеток. Популяции клеток: красный – с аберрантным фенотипом, синий – 
с нормальным фенотипом. Моноклональность по κ-типу

Fig. 1. Example of tumor and normal clone of plasma cells. Cell populations: red – with aberrant phenotype, blue – with normal phenotype. Kappa type 
monoclonality
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Характеристика больных
В  работу включены 56 больных ММ, средний 

возраст которых составил 54,9 ± 1,3 года. Все больные 
получали ИХТ, которая проводилась по  схеме Vrd, 
от 1 до 5 циклов, медиана – 3,0. После ИХТ у каждого 
больного оценивали статус МОБ. Далее через 100 дней 
после ауто-ТГСК повторно выполняли анализ МОБ.

Мобилизацию стволовых клеток выполняли в ста-
бильной фазе гемопоэза гранулоцитарным колоние-
стимулирующим фактором (10–16 мкг / кг / день). Сбор 
осуществляли на  сепараторе клеток крови Amicus 
((Baxter, США). Для проведения 1 ауто-ТГСК содер-
жание в  трансплантате CD34+-клеток составляло 
не менее 2 × 106 / кг.

Полная ремиссия (отсутствие секреции монокло-
нального парапротеина в моче и сыворотке, нормальное 
соотношение свободных легких цепей, отсутствие вне-
костномозговых компонентов и количество ПК <5 %) 
достигнута у 66,0 % (n = 33) пациентов. У 14,0 % (n = 7) 
отмечен очень хороший частичный ответ на  ИХТ 
(секреция моноклонального парапротеина в  моче 
и сыворотке или редукция 90 % и более парапротеина 
в сыворотке и уровень М-протеина в моче <100 мг / сут), 
а у 4,0 % наблюдали частичную ремиссию.

Результаты
Проведен анализ частоты встречаемости аномаль-

но экспрессирующихся антигенов на ПК. Аберрантное 
отсутствие В-клеточного антигена CD19 отмечено 
в  91,1 % случаев, CD45 не  присутствовал на  мие
ломных клетках в  66,7 %, CD56 экспрессировался 
в 74,5 % случаев. Аномальная экспрессия CD28 об-
наруживалась в 43,0 % случаев, а аномальное отсут-
ствие или сниженная экспрессия антигена CD27 – 
в 60,0 % случаев.

Анализ оценки МОБ-статуса у больных ММ вы-
полнен на 2 этапах. На первом этапе МОБ оценили 
после ИХТ. Количество образцов с МОБ-негативным 

статусом составило 35,7 %. Пример МОБ-негатив-
ного статуса после ИХТ представлен на рис. 2.

Следует отметить, что у 66 % пациентов отмечен 
полный ответ на  ИХТ. В  среднем количество ано-
мальных ПК составило 1,02 ± 0,5 % (n = 56), медиа-
на – 0,037. Разброс процента ПК после ИХТ пред-
ставлен в табл. 2. Как видно из данных таблицы, МОБ 
не выявляли в 21,4 % образцов, а в  14,5 % случаев 
количество аномальных ПК варьировало от  0,0011 
до 0,008 %. В 61,3 % образцов выявлены аномальные 
ПК в количестве 0,01–4,3 %, а в 1 случае обнаружен 
31 % ПК. На рис. 3 представлен МОБ-позитивный 
случай после ИХТ.

Таблица 2. Количество аномальных плазматических клеток (ПК) 
в костном мозге после индукционной терапии

Table 2. Number of abnormal plasma cells (PCs) in bone marrow after 
induction therapy

Сте-
пень 

Degree

Количество образцов, 
n = 56, абс. (%) 

Number of samples, n = 56, abs. (%) 

Количество 
ПК, % 

Number of PCs, %

10–5 12 (21,4) 0

10–3 8 (14,5) 0,0011–0,008

10–2 35 (61,3) 0,01–4,3

 – 1 (1,8) 31,0

После проведения ауто-ТГСК результаты оценки 
миеломных клеток в костном мозге были следующи-
ми. Количество МОБ-негативных случаев составило 
56,1 %. Среднее количество аномальных ПК со
ставило 0,19 ± 0,08  %, медиана  – 0,005 (n = 41). 
По  сравнению с  количеством миеломных клеток 
на этапе ИХТ их количество статистически значимо 
уменьшилось в 1,3 раза (р = 0,017) (табл. 3).

Рис. 2. Пример негативного статуса минимальной остаточной болезни у больного Г. после индукционной терапии

Fig. 2. Example of minimal residual disease negative status in patient G. after induction therapy
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Нужно отметить, что  у  15 пациентов, которым 
проведена ауто-ТГСК и выполнен контроль аномаль-
ных ПК после трансплантации, сохранился МОБ-не-
гативный статус. Дополнительно 8 пациентов при-
обрели МОБ-негативный статус на 100‑й день после 

ауто-ТГСК, у 2 пациентов количество ПК уменьши-
лось на  порядок. На  рис. 4 представлен пример 
МОБ-негативного статуса.

Среди МОБ-негативных образцов после транс-
плантации число аномальных ПК в 48,8 % случаев 

Рис. 3. Пример цитограмм позитивного статуса минимальной остаточной болезни у больного Д. Популяция аномальных плазматических 
клеток выделена синим цветом, имеет фенотип CD19–CD56+CD27–CD45–

Fig. 3. Example of cytograms of minimal residual disease positive status in patient D. The population of abnormal plasma cells is highlighted in blue, has 
the phenotype CD19–CD56+CD27–CD45–

Таблица 3. Cодержание аномальных плазматических клеток у пациентов до трансплантации аутологичных гемопоэтических стволовых 
клеток (аутоТГСК) и на 100‑й день лечения (n = 41)

Table 3. Content of abnormal plasma cells in patients before autologous hematopoietic stem cell transplantation (auto-HSCT) and on the 100 th day 
of treatment (n = 41)

Количество миеломных клеток 
в костном мозге 

Number of myeloma cells in bone marrow

Среднее, % 
Mean, %

Стандартное 
отклонение 

Standard deviation

Стандартная ошибка 
среднего 

Standard mean error
р

После индукционной химиотерапии 
After induction chemotherapy

0,279 0,592 0,09

0,017
После аутоТГСК 
After auto-HSCT

0,198 0,542 0,08
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составляло не более 0,0 %, а в 13,5 % образцов обна-
руживались от 0,0011 до 0,008 % клеток (табл. 4).

Таблица 4. Количество аномальных плазматических клеток (ПК) 
в костном мозге после трансплантации аутологичных гемопоэти-
ческих стволовых клеток

Table 4. Number of abnormal plasma cells (PCs) in bone marrow after 
autologous hematopoietic stem cell transplantation

Степень 
Degree

Количество образцов, 
абс. (%) 

Number of samples, abs. (%) 

Количество 
ПК, % 

Number of PCs, %

10–5 20 (48,8) 0,0

10–3 4 (9,8) 0,0011–0,008

10–2 17 (41,4) 0,01–2,01

Мы отдельно оценили случаи, которые характе-
ризовались содержанием ПК после ИХТ более 0,01 %, 
но меньше 0,1 % (табл. 5). Оказалось, что после про-
ведения ауто-ТГСК у 53 % пациентов МОБ-статус 
изменился и стал негативным. Число ПК <0,01 % мы 
наблюдали в 26,7 % образцов, такое же количество 
случаев характеризовалось содержанием менее 
чем 0,001 % ПК в костном мозге. Необходимо отме-

тить, что в 7 случаях МОБ-негативность, достигнутая 
после ауто-ТГСК, сохранилась через 3–6–12 мес 
контрольного исследования.

Таблица 5. Конверсия статуса минимальной остаточной болезни 
после трансплантации аутологичных гемопоэтических стволовых 
клеток

Table 5. Conversion of minimal residual disease status after autologous 
hematopoietic stem cell transplantation

Количество миеломных клеток 
в костном мозге 

Number of myeloma cells in bone 
marrow

Частота выявления, 
абс. (%) 

Frequency of detection,  
abs. (%) 

Пороговый уровень: 
Threshold level:

<0,001
<0,01
<1,0

4 (26,7)
4 (26,7)
7 (46,7) 

Всего 
Total

15 (100,0) 

Затем мы проанализировали результаты лечения 
ММ в зависимости от наличия МОБ на этапе ИХТ 
и после ауто-ТГСК (табл. 6). При негативном статусе 

Рис. 4. Пример цитограмм негативного статуса минимальной остаточной болезни у больного П. после трансплантации аутологичных гемо-
поэтических стволовых клеток. Большинство нормальных плазматических клеток – гейт В (синий цвет) иммунофенотипа CD19+CD56–CD27+

Fig. 4. Example of cytograms of minimal residual disease negative status in patient P. after auto-HSCT. The most normal plasma cells gate B (in blue 
color) immunophenotype CD19+CD56–CD27+
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МОБ после ИХТ прогрессирование отмечено в 20,0 % 
случаев (n = 4). При наличии в костном мозге более 
0,01 % аномальных ПК частота прогрессирования 
возрастала более чем в 2 раза и составила 50,0 % (n = 15), 
различия были статистически значимыми (р = 0,02).

Практически аналогичная картина сохранялась 
при  МОБ-негативном статусе после ауто-ТГСК  – 
у 18,2 % МОБ-негативных пациентов отмечено про-
грессирование болезни против 46,7 % при МОБ-по-
зитивности. Среднее число аномальных ПК у паци- 
ентов без прогрессирования ММ, выявляемых после 
ауто-ТГСК, было значительно меньше и составляло 
0,02 ± 0,01 % (n = 26) против 0,31 ± 0,19 % (n = 11) 
при прогрессировании болезни. Различия были ста-
тистически значимыми  (р = 0,021).

Проводя дальнейший анализ, мы выделили 2 груп-
пы больных. Первая – пациенты, у которых до про-
ведения ауто-ТГСК и  после таковой определялся 
МОБ-негативный статус, а также те, у кого произо-
шла конверсия и МОБ-статус стал негативным после 
трансплантации. Вторая группа – пациенты, у кото-

рых МОБ-статус и на этапе ИХТ, и после ауто-ТГСК 
был позитивным. Сравнение результатов лечения 
в  этих 2 группах больных представлено в  табл. 7. 
Как можно видеть, наилучшими результатами лече-
ния характеризовалась 1‑я группа, в которой частота 
прогрессирования составила 14,3 %. Во 2‑й группе 
практически в  50 % случаев наблюдалось прогрес
сирование, что  практически в  3,2 раза выше, чем 
в 1‑й группе (р = 0,032).

Обсуждение
В  лечении ММ одним из  важных этапов ста

новится определение клона миеломных клеток 
в костном мозге на фоне проводимого лечения, что 
позволяет понять его эффективность и оценить перс
пективу дальнейшей терапии. В нашем исследова-
нии выполнена оценка МОБ в костном мозге боль-
ных ММ в процессе лечения в 2 точках. Мониторинг 
осуществляли после циклов ИХТ по схеме Vrd и за-
тем после трансплантации костного мозга через 
100 дней.

Таблица 6. Взаимосвязь наличия минимальной остаточной болезни (МОБ) в костном мозге после индукционной терапии и результатов 
лечения множественной миеломы

Table 6. Relationship between the presence of minimal residual disease (MRD) in bone marrow after induction therapy and the treatment results 
of multiple myeloma

МОБ-статус 
Status MRD

Число пациентов с МОБ, абс. (%) 
Number of patients with MRD, abs. (%) Итого 

Total
р

без прогрессирования 
no progression

прогрессирование 
progression

Негативный 
Negative

16 (80,0) 4 (20,0) 20 (100,0) 

0,02Позитивный 
Positive

15 (50,0) 15 (50,0) 30 (100,0) 

Всего 
Total

31 (62,0) 19 (38,0) 50 (100,0) 

Таблица 7. Частота прогрессирования в 2 группах больных (абс. (%)) в зависимости от статуса минимальной остаточной болезни (МОБ) 
до и после лечения

Table 7. Frequency of progression in 2 groups of patients (abs. (%)) depending on minimal residual disease (MRD) status before and after treatment

Группа пациентов 
Group of patients

МОБ-статус 
Status MRD Итого 

Total
р

без прогрессирования 
no progression

прогрессирование 
progression

1‑я группа 
1st group

18 (85,7) 3 (14,3) 21 (100,0) 

0,0322‑я группа 
2nd group

8 (53,3) 7 (46,7) 15 (100,0) 

Всего 
Total

26 (72,2) 10 (27,8) 36 (100,0) 
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Сообщается, что проведение ИХТ приводит к бо-
лее стойким ремиссиям с достижением полного от-
вета и положительно отражается на  выживаемости 
больных [10, 11]. По результатам нашего исследова-
ния мы установили, что после ИХТ у 66,0 % пациен-
тов достигнута полная ремиссия, а у 14,0 % отмечен 
очень хороший частичный ответ. Оценка популяции 
миеломных клеток в  костном мозге показала, 
что в дальнейшем, после проведения ауто-ТГСК, ко-
личество МОБ-негативных случаев увеличилось 
до 56,1 %. При этом среднее количество миеломных 
клеток после ауто-ТГСК статистически значимо 
уменьшилось в 1,3 раза по сравнению с этапом ИХТ. 
Принимая во внимание эти данные, можно конста-
тировать, что  оценка МОБ  – это дополнительный 
шаг в мониторинге эффективности лечения.

Важным наблюдением в нашей работе стала кон-
версия МОБ-позитивных случаев на фоне лечения. 
Мы изучили случаи, которые характеризовались со-
держанием от 0,01 до 0,1 % ПК в костном мозге после 
ИХТ. В  этой группе МОБ-статус изменился после 
ауто-ТГСК и  стал негативным у  53 % пациентов. 
При этом 26,7 % образцов костного мозга характе-
ризовались количеством ПК <0,001 % и в таком же 
числе случаев их количество было <0,01 %. В 7 слу-
чаях МОБ-негативность, которая была достигнута 
после ауто-ТГСК, сохранилась через 3 мес контроль-
ного исследования. Эти факты демонстрируют, 
что МОБ-статус после ИХТ не может рассматривать-
ся в  отдельности от  дальнейших этапов лечения. 
При этом пороговый уровень при оценке МОБ не мо-
жет быть ниже 0,01 % и  в  перспективе  – 0,001 %. 
Дело в том, что случаи МОБ-негативности, характе-
ризующиеся числом клеток <0,001 %, наиболее пер-
спективны в  отношении благоприятного течения 
болезни и более стойкой ремиссии, что показал сле-
дующий этап нашей работы.

Мы провели оценку результатов лечения ММ 
в зависимости от наличия МОБ на этапе ИХТ и после 
ауто-ТГСК. При наличии >0,01 % миеломных клеток 
в костном мозге после ИХТ частота прогрессирова-
ния статистически значимо возрастала более чем 

в 2 раза и составила 50,0 %. Практически аналогичная 
картина сохранялась при МОБ-позитивном статусе 
после ауто-ТГСК. При этом среднее число миелом-
ных клеток у пациентов без прогрессирования болез-
ни после ауто-ТГСК было значительно меньше: 
0,02 % против 0,31 %. Эти результаты в  сочетании 
с  данными литературы подчеркивают важность 
МОБ-негативности на фоне лечения ММ, поскольку 
имеется статистически значимая связь с прогнозом 
заболевания, и мы видим, что прогрессирование бо-
лезни у  пациентов развивается чаще при  наличии 
МОБ-позитивности [12].

Проведенный нами анализ в  пределах 2 групп 
дополнительно показал, что  преимущество имеют 
пациенты, у которых до ауто-ТГСК и после ее про-
ведения определялся МОБ-негативный статус, а так-
же те, у кого произошла конверсия из позитивного 
статуса после трансплантации. Частота прогрессирова-
ния в этой группе была в 3 раза ниже. Наши результаты 
не противоречат другим работам, в которых приведены 
данные оценки МОБ-статуса в качестве прогностиче-
ского фактора при ММ [13]. Сообщается, что выжива-
емость без прогрессирования у МОБ-негативных па-
циентов после ауто-ТГСК была статистически значимо 
выше в 2 раза, чем у МОБ-позитивных больных [14].

Заключение
Оценка МОБ в процессе проведения лечения ММ 

позволяет составить представление о клоне аномальных 
ПК, их резистентности в процессе лечения, что влияет 
на выбор тактики ведéния пациентов, например в поль-
зу поддерживающей терапии. По результатам исследо-
вания пороговый уровень определения аномальных ПК 
в костном мозге методом проточной цитометрии не мо-
жет быть ниже 0,01 % и в перспективе – 0,001 %. Стра-
тификация на группы в зависимости от статуса МОБ, 
который должен оцениваться в динамике, может по-
мочь наиболее точно прогнозировать течение болезни. 
Сохранение МОБ-позитивности на всех этапах терапии 
ММ служит отрицательным прогностическим призна-
ком, поскольку в этом случае частота прогрессирования 
увеличивается в несколько раз.
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